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Abb   Abbildung 
AK   Antikörper 
AP   Alkalische Phosphatase 
APAAP  Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase 
bp   Basenpaare 
BSA   Bovines Serum-Albumin 
CAR   Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor 
Casp   Caspase(n) 
CD16   Cluster of Differentiation 16 (zellulärer Fcγ-Rezeptor III) 
CD19 Cluster of Differentiation 19 (Differenzierungsmarker 19 an der  
Oberfläche von B-Zellen) 
CD32 Cluster of Differentiation 32 (zellulärer Fcγ-Rezeptor II) 
cDNA   komplementäre DNA 
CTL   zytotoxische T-Lymphozyten (CD8+) 
CVB3   Coxsackievirus B3 
DAF   decay-accelerating factor 
DCM   Dilatative Kardiomyopathie 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA   desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
DTT   Dithiothreitol 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
EGFP enhanced green fluorescent protein (Variante des grün fluoreszie-
renden Proteins aus der Qualle Aequorea victoria) 
EGTA   Ethylenglycoltetraacetat 
ER   endoplasmatisches Retikulum 
FITC   Fluoreszeinisothiozyanat 
GMK   green monkey kidney 
H2O   Wasser (bidestilliert und autoklaviert) 
HEPES  2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsäure 
hu   human 
i. p.   intraperitoneal 
i. v.   intravenös 
IKZ   Inkubationszeit 




kDa   Kilodalton 
LPS   Lipopolysaccharid 
M   molar (= mol/l) 
m.o.i.   multiplicity of infection 
MACS   magnetic-activated cell sorting 
MgCl2   Magnesiumchlorid 
MHC   major histocompatibility complex 
mRNA   messenger RNA 
mu   murin 
MW   Mittelwert 
NO   Stickstoffmonoxid 
nt   Nukleotide 
NTR   nichttranslatierte Region 
p. i.   post infectionem 
PABP   Poly-(A)-Bindeprotein 
PBMC peripheral blood mononuclear cells (mononukleäre Zellen des  
peripheren Blutes) 
PCBP   Poly-(rC)-Bindeprotein 
PCR   polymerase chain reaction 
pfu   plaque forming units 
Q-VD-OPH Quinoline-Valin-Aspartat-(non-O-methylated)-CH2-difluorophenoxy-
methylketon 
RNA   ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
RT   Raumtemperatur   
SD   Standardabweichung 
SDS-PAA  sodium dodecyl sulphate polyacrylamide 
SDS-PAGE  sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gelelectrophoresis 
TCID50   tissue culture infectious dose (50 %) 
U/min   Umdrehungen pro Minute 
WST-1 4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-
Disulfonat 
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Das humanpathogene Coxsackievirus B3 (CVB3), als ein Vertreter der Familie Picornavi-
ridae, wird heute aufgrund epidemiologischer und molekularbiologischer Untersuchungen 
als einer der häufigsten Erreger viraler Herzerkrankungen eingestuft. Dabei treten vor 
allem Myokarditiden auf, in deren Folge es zu einer Fibrosierung des Myokards und als 
Spätkomplikation zur Entwicklung einer Dilatativen Kardiomyopathie (DCM) kommen 
kann. Die Bedeutung dieser Infektionen wird dabei in ihrer Häufigkeit deutlich: Intensive 
Analysen ergaben, dass Coxsackie B-Viren, zusammen mit anderen Enteroviren, in etwa 
50 % der akuten Myokarditiden und in 25 % der DCM-Fälle involviert sind [109]. Um eine 
effektive, virusspezifische Therapie- oder Präventionsstrategie entwickeln zu können, ist 
ein genaueres Verständnis der diesen Erkrankungen zugrunde liegenden Pathogenese-
Mechanismen unabdingbar. Ein dabei bis heute weitestgehend unverstandener Aspekt ist 
die Interaktion von CVB3 mit dem Immunsystem des Wirtsorganismus. Durch einige we-
nige Studien am murinen Modell der virusinduzierten Myokarditis ist bekannt, dass sich 
CVB3 nicht nur in primären Zielorganen wie Herz oder Pankreas vermehrt, sondern dass 
es auch zu einer Infektion verschiedener Immunzellen kommt, wobei vor allem B-Zellen 
des Milzgewebes ein Target darstellen.  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Infektion dieser Lymphozyten durch CVB3 und 
dabei stattfindende Mechanismen, sowohl in vitro als auch in vivo, näher zu charakterisie-
ren und damit einen Beitrag zur Aufklärung des bisher nur wenig untersuchten pathogene-
tischen Aspekts der viralen Interaktion mit Zellen des Immunsystems zu leisten. Dabei 
sollten die folgenden Fragestellungen, unter Verwendung CD19+ B-Lymphozyten aus mu-
rinem Milzgewebe, bearbeitet und in ausgewählten Bereichen zusätzlich auch für primäre 
humane CD19+ B-Zellen des peripheren Blutes untersucht werden: 
 
 Sind murine und humane CD19+ B-Zellen empfänglich für CVB3 und findet nach der Infek-
tion eine aktive virale Replikation in diesen Lymphozyten statt? 
 Welcher Viruseintrittsmechanismus liegt einer Infektion CD19+ B-Zellen zugrunde? 
 Ist die Vermehrung von CVB3 in CD19+ B-Lymphozyten assoziiert mit apoptotischen Pro-
zessen? 
 Werden auch unter In vivo-Bedingungen murine CD19+ B-Lymphozyten infiziert und wie 
hoch ist dabei der Anteil an CVB3-empfänglichen Zellen? 
 Wie wirkt sich eine B-Zell-Aktivierung auf deren Suszeptibilität für CVB3 aus? 
 Welchen Einfluss hat eine In vivo-Applikation von Caspase-Inhibitoren auf die Infektion 





2.1 Coxsackieviren  
Die aufgrund zahlreicher polioähnlicher Krankheitsfälle mit Symptomen wie Paralyse oder 
Myalgie zunächst als Parapolioviren bezeichneten Pathogene wurden erstmals 1948 
durch Dalldorf und Sickles beschrieben und isoliert [58]. Da eine Neutralisation durch An-
tiseren gegen Poliovirus jedoch nicht möglich war und es Dalldorf gelang, erregerhaltiges 
Stuhlmaterial eines erkrankten Jungen mit schlaffen Lähmungen auf neugeborene Mäuse 
zu übertragen und so schwerwiegende Paralysen auszulösen, wurden diese Isolate spä-
ter einer neuen Virusgruppe zugeordnet. Entsprechend dem Ort ihrer Erstbeschreibung 
erfolgte die Namensgebung nach der amerikanischen Kleinstadt Coxsackie im Bundes-
staat New York [228]. Die ubiquitär vorkommenden humanpathogenen Coxsackieviren 
(CV) werden aufgrund unterschiedlicher histologischer Befunde nach einer Übertragung 
auf neugeborene Mäuse in zwei Gruppen unterteilt [57]. Während die 23 Serotypen der 
Gruppe-A-Coxsackieviren (CVA), zu denen auch das Erstisolat zählt, eine generalisierte 
Myositis mit schlaffen Lähmungen ohne ZNS-Beteiligung verursachen, infizieren die 6 
Serotypen der Gruppe B (CVB) murine Gewebe und Organe wie Pankreas, Herz, Gehirn 
oder Lunge ausschließlich herdartig begrenzt.  
Die erste Isolierung eines solchen Coxsackie-B-Virus erfolgte im Jahre 1949 von einem 
Patienten mit aseptischer Meningitis [230]. Aufgrund ihrer Säurestabilität, d. h. einer Re-
sistenz gegenüber Diethylethern und pH-Werten < 3, können die Erreger fäkal-oral durch 
Schmutz- und Schmierinfektion sowie verunreinigtes Trinkwasser übertragen werden und 
gelangen anschließend durch eine Virämie zu den verschiedenen Zielorganen. In etwa 
20 % der Fälle treten klinisch manifeste Krankheitssymptome auf [337]. Das breite Spekt-
rum dieser humanen CV-Infektionen reicht dabei von leichten Erkrankungen des Respira-
tionstraktes über fiebrige grippeähnliche Symptome und Durchfallerscheinungen bis hin 
zu schwerwiegenden akuten und chronischen Krankheitsbildern, wie aseptische Meningi-
tis, Enzephalitis, Myokarditis, Pankreatitis und Hepatitis, die z. T. fulminant verlaufen und 
letal enden können [49, 231, 236, 247, 354, 362, 363]. Bis heute umstritten ist allerdings 
die Rolle von CVB bei Krankheitsbildern, wie chronischem Müdigkeitssyndrom [23] und 
Juvenilem Diabetes Mellitus [42, 93, 166, 316, 374, 375]. Der Schweregrad der jeweiligen 
Erkrankung wird vermutlich von mehreren entscheidenden Faktoren beeinflusst. Zum ei-
nen spielen Immunstatus [32], genetischer Hintergrund sowie das Geschlecht des Patien-
ten [265] und zum anderen die Virulenz des jeweiligen Virusstammes [38, 338] eine Rolle. 
Ein und derselbe Virustyp kann vermutlich aufgrund der hohen Mutationsrate des viralen 




men verursachen [173]. Zusätzlich ist das Alter des Betroffenen ein Kriterium für Verlauf 
und Schwere einer Coxsackievirus-Infektion (siehe 2.3).  
 
2.1.1 Klassifikation und Molekularbiologie  
Ausgehend von Sequenz- und molekularbiologischen Analysen werden CV heute taxo-
nomisch in die Familie der Picornaviridae eingeordnet, innerhalb der sie zum Genus Ente-
rovirus gehören und darunter als Humane Enteroviren B bezeichnet werden. Weitere 
prominente Vertreter dieses Genus sind die Rhinoviren, welche akute Infektionen des 
Respirationstraktes verursachen und die Erreger der Poliomyelitis − die Polioviren. 
Daneben umfassen die Picornaviren sieben andere Genera − Cardiovirus, Aphthovirus, 
Hepatovirus, Parechovirus, Erbovirus, Kobuvirus, Teschovirus − und weitere fünf Gattun-
gen werden derzeit dem Internationalen Komitee für Virustaxonomie durch die „Picornavi-
ridae Study Group“ zur Eingliederung in diese Familie vorgeschlagen − Sapelovirus, Se-
necavirus, Tremovirus, Avihepatovirus sowie ein noch unbenanntes Genus (voraussicht-
lich als Phocovirus bezeichnet) (Abb. 1). 
Wie die anderen Vertreter der Picornaviridae sind CV ca. 25-30 nm groß und zählen damit 
zu den kleinsten bekannten Viren (picos- = griech. klein). Das unbehüllte Nukleokapsid, 
das der Form nach einem penta-
gonalen Dodekaeder mit Ikosae-
dersymmetrie gleicht (Abb. 2), be-
steht aus 60 Protomeren in regel-
mäßiger Anordnung, welche wie-
derum jeweils aus den vier Struk-
turproteinen VP1-VP4 bestehen. 
Fünf dieser Protomere assoziieren 
während der Virusreifung zu einem 
Pentamer, an dessen Symmetrie-
achse, d. h. an der Stelle, wo die 
jeweiligen VP1-Proteine aufeinan-
der treffen, sich eine als „Canyon“ 
bezeichnete kreisförmige Vertie-
fung befindet, welche die Interakti-
on mit den zellulären Rezeptormo-
lekülen vermittelt [237, 274, 275]. 
Während VP1-VP3 die Oberfläche des Kapsids bilden und für neutralisierende Antikörper 













Abb. 1: Taxonomische Einteilung der Picornaviri-
dae. Fünf der 13 dargestellten Gattungen (in Anfüh-
rungszeichen) werden derzeit dem Internationalen 
Komitee für Virustaxonomie durch die „Picornaviridae 





vorliegenden viralen RNA assoziiert. Diese umfasst bei Coxsackievirus B3 (CVB3) 7400 
nt und ist aufgrund ihrer Plusstrang-Orientierung per se infektiös − kann also kurz nach 
dem Eintritt in die Zellen als mRNA genutzt und translatiert werden. Allerdings ist die In-
fektiösität bloßer RNA um den Faktor 106 geringer als die eines intakten Viruspartikels. 
Der einzelne offene Leserahmen kodiert für ein ca. 250 kDa großes Polyprotein mit 2185 
Aminosäuren, welches co- und posttranslational 
durch virale Proteasen bzw. autokatalytisch in 
11 Proteine prozessiert wird. Zudem ist die vira-
le RNA 3`-terminal polyadenyliert und am 5`-
Ende kovalent mit einem kleinen hydrophoben 
Protein, dem VPg (virales Protein, genomasso-
ziiert; 3B-Peptid) verbunden, welches eine initi-
ierende Rolle bei der viralen Transkription ü-
bernimmt. Flankiert wird der kodierende Be-
reich jeweils am 5`- und 3`-Ende von nichttrans-
latierten Regionen (5`- bzw. 3`-NTR), die die 
Fähigkeit zur Ausbildung von spezifischen 
RNA-Sekundärstrukturen durch intramolekulare 
Basenpaarung besitzen und Protein-RNA-Interaktionen ermöglichen. Die innerhalb der 
Enteroviren hochkonservierte 5`-NTR beinhaltet Signalstrukturen zur Translations- und 
Replikationsinitiation und bildet bei CV sieben Domänen aus. Domäne I weist die Form 
eines Kleeblattes auf und wird daher als „cloverleaf“ bezeichnet. Die stromaufwärts lie-
genden Sekundärstrukturen (Domänen II-VII) haben die Funktion einer „internen Riboso-
men-Eintrittsstelle“ (IRES) [164, 260, 261]. 
 
2.1.2 CVB3-Vermehrungszyklus 
Um eine produktive Infektion einer suszeptiblen Wirtszelle zu initiieren, binden Virusparti-
kel, vermittelt durch die Canyon-Struktur im viralen Kapsid [275], in der Regel an zelluläre 
Oberflächenmoleküle, um anschließend durch rezeptorvermittelte Endozytose in die Ziel-
zellen einzudringen. Als Corezeptoren dienen dabei für einige CVB3-Serotypen soge-
nannte „accessory factors“ wie der „decay-accelerating factor“ (DAF/CD55) [20, 299] oder 
verschiedene modifizierte Heparan-Sulfate [382, 383]. Sie tragen entweder zur Konzent-
ration des Virus auf der Zelloberfläche bei oder ermöglichen die Interaktion mit anderen 
Rezeptorstrukturen, die dann das Eindringen der Viren ins Innere der Zelle vermitteln. 
Das für den Eintritt von allen sechs Coxsackie-B-Serotypen identifizierte Rezeptormolekül 

















analogen Bedeutung bei Adenoviren (Typen: A, S, D, E und F) als Coxsackievirus-
Adenovirus-Rezeptor (CAR) bezeichnet [18, 19, 272, 300, 334] und ist als Trans-
membrankomponente der Zonulae occludentes (parazelluläre Diffunsionsbarriere/„tight 
junctions“) von Epithelzellen schlecht zugänglich für das Virus [50]. Es konnte jedoch 
kürzlich gezeigt werden, dass der initiale Kontakt viraler Partikel zum apikal lokalisierten 
DAF eine von diesem Molekül ausgehende intrazelluläre Signalkaskade auslöst, die zur 
Polymerisation von Aktin und damit zu Umlagerungsprozessen im Zytoskelett sowie zur 
Phosphorylierung von Caveolin-1 führt. Dies ermöglicht einen Transport des Virus-DAF-
Komplexes in den Bereich der „tight junctions“ sowie die Bindung an CAR und letztlich die 
Internalisierung der Viruspartikel in endozytotische Vesikel [53, 302]. Das Verteilungsmus-
ter von CAR ist zudem spezies-, gewebs- und altersabhängig und erklärt somit zumindest 
teilweise den coxsackieviralen Wirts- und Organtropismus [162, 239, 248, 333]. Überdies 
werden neben CAR und DAF mindestens fünf weitere Proteine auf humanen Myozyten 
vermutet, die als Rezeptoren für CVB3 dienen könnten [256]. Eine weitere CAR-
unabhängige Möglichkeit für den Eintritt infektiöser coxsackieviraler Partikel könnte durch 
virusspezifische Antikörper vermittelt werden [140]. Ausschließlich nach Bindung infektiö-
ser Partikel an CAR kommt es zu einer Konformationsänderung im viralen Kapsid, was 
die Penetration der Wirtszelle und ein Entlassen der viralen RNA ins Zytoplasma zur Fol-
ge hat. Im Gegensatz dazu ist der Corezeptor DAF nicht in der Lage, diese Veränderun-
gen und somit das „uncoating“ auszulösen [142, 233].  
Aufgrund der fehlenden 7-Methylguanosin-cap-Struktur, die beim Großteil der zellulären 
mRNA-Moleküle für eine korrekte Translationsinitiation nötig ist, erfolgt die sich unmittel-
bar anschließende Translation des viralen Plusstrang-RNA-Genoms cap-unabhängig, 
indem der eukaryotische Translationsinitiationskomplex, bestehend aus der kleinen 40S-
Untereinheit, einer Initiator-tRNA und verschiedenen Translationsinitiationsfaktoren, im 
Bereich der IRES-Struktur an die virale RNA bindet. Diese Strategie wurde auch für einige 
zelluläre mRNAs nachgewiesen, die ebenso IRES-Elemente statt einer cap-Struktur auf-
weisen [127]. Das entstehende virale Polyprotein wird während und nach seiner Synthese 
mit einem hohen Grad an Präzision durch die viralen Proteasen 2Apro, 3Cpro und 3CDpro zu 
funktionsfähigen Proteinen prozessiert (Abb. 3). Zuerst erfolgt die Spaltung dieses Vorläu-
ferproteins in drei große Bereiche (P1-3): Während die P1-Region für die vier Strukturpro-
teine des viralen Kapsids (VP1-4 bzw. 1A-D) kodiert, entstehen sowohl aus dem mittleren 
P2-Teil als auch aus der carboxyterminalen Region P3 als Endprodukte die Nichtstruktur-

























Abb. 3: Enterovirale Polyproteinprozessierung. Das virale Plusstrang-RNA-Genom, welches 
am 5`- und 3`-Ende durch nichttranslatierte Regionen (5`-/3`-NTR) gekennzeichnet ist, wird in ein 
Polyprotein translatiert, das anschließend durch die viralen Proteasen 2A und 3C (rot) prozessiert 
wird. Zunächst erfolgt eine Spaltung in die Vorläuferproteine P1, P2 und P3, wobei P1 für die 
Strukturproteine kodiert und P2/P3 Nichtstrukturproteine, wie die 3D-Polymerase (weiß), umfassen. 
(IRES = „interne Ribosomen-Eintrittsstelle“; VP = Virusprotein) 
 
Während dieser Prozessierung entstehen jedoch auch Vorläuferpeptide, die sich in ihrer 
Funktion von den reifen Proteinen unterscheiden und zudem multifunktionell sind [362]. 
So ist z. B. das 3CD-Protein, welches proteolytische Aktivität besitzt und zudem als Vor-
aussetzung für die Replikation an die virale RNA bindet, eine Vorstufe für die 3C-Protease 
und das 3D-Protein. Letzteres vermittelt als RNA-abhängige RNA-Polymerase (3Dpol) zu-
sammen mit anderen viralen und zellulären Proteinen die Replikation des viralen Ge-
noms, welche im Zytoplasma der Wirtszelle an Membrankompartimenten stattfindet. Da-
bei wird zunächst während der Translation entstandenes VPg (3B) mit zwei Uridinresten 
versehen (VPg-pUpU). Nach dieser Uridinylierung assoziiert VPg-pUpU mit der 3´-Poly-A-
Region und dient dort als Primerkomplex, an dessen freiem 3´-OH-Ende ein komplemen-
tärer Negativstrang synthetisiert wird. Eingeleitet wird dieser Vorgang durch die Bildung 
eines Ribonukleoproteinkomplexes (RNP) am 5`-Ende der viralen RNA, wobei 3CD und 
das zelluläre Poly-(rC)-Bindeprotein 2 (PCBP2) an das „cloverleaf“ der 5`-NTR binden. 
Zudem interagiert dieser Komplex mit einem weiteren Wirtszellprotein, dem Poly-(A)-
Bindeprotein (PABP), welches an das 3`-Ende des gleichen RNA-Moleküls gebunden hat. 
Durch diesen Kontakt kommt es zur Zirkularisierung des Genoms und zur Initiation der 




Zwischenprodukt, das durch die an das 3`-Ende des Minusstrangs gebundenen viralen 
Proteine 2C und 2BC getrennt wird. Mit Hilfe der 2C-Helikaseaktivität wird die intramole-
kulare RNA-Duplex-Stuktur getrennt, wobei gleichzeitig zwei terminale Adenosinreste am 
3`-Ende des Negativstrangs freigelegt werden. Dadurch ist eine Anlagerung von VPg-
pUpU möglich, und der Minusstrang dient als Matrize für die 3Dpol-vermittelte Synthese 
neuer Virusgenome [27]. An einer einzelnen Negativstrang-RNA können mehrere Positiv-
stränge entstehen, so dass das Verhältnis von Plus- zu Minus-RNA-Strängen zwischen 
30:1 bis 50:1 liegt [249]. Ähnlich wie andere RNA-Polymerasen baut auch die 3Dpol wäh-
rend eines Replikationsvorganges ca. 1-2 falsche Nukleotide in den entstehenden RNA-
Strang ein, was eine rasche Mutation der Viren und die Entstehung neuer Stämme zur 
Folge haben kann [71, 356].  
Ein Umschalten von viralen Translationsprozessen auf die Virusreplikation im Zytoplasma 
der Wirtszelle kommt durch die Konkurrenz beider Vorgänge um das zelluläre Protein 
PCBP2 zustande. Während für einen korrekten Ablauf der Virusproteinsynthese PCBP2 
an die Domäne IV der IRES gebunden sein muss, wird eine Interaktion dieses Proteins 
mit der Domäne I durch den Kontakt von 3CD mit der „cloverleaf“-Struktur gefördert, was 
zur Initiation der viralen Replikation führt. PCBP2 bindet demnach weniger an die Domäne 
IV, und die Translationsprozesse werden gehemmt. Von den neuen Positiv-RNA-
Strängen werden wiederum virale Polyproteine translatiert. Sind virale Proteine und ge-
nomische RNA in ausreichender Menge vorhanden, entstehen reife infektiöse Virusparti-
kel durch „self assembly“. Für das Entstehen der Ikosaederecken werden zunächst die 
Pentamere gebildet, die aus je fünf VP0/VP3/VP1-Komplexen bestehen. Anschließend 
bildet sich ein Kapsidvorläufer durch die Zusammenlagerung von 12 Pentameren, der die 
virale Positivstrang-RNA einschließt. Kim et al. konnten zudem am murinen Modell der 
CVB3-induzierten Myokarditis sowie durch Zellkulturpassagen zeigen, dass unter be-
stimmten experimentellen Bedingungen auch 5’-trunkierte Minus-Strang-RNA-Moleküle in 
virale Kapside verpackt werden [179, 180]. Nach der Enkapsidierung der viralen RNA tritt 
das Vorläuferprotein VP0 in Kontakt zum Genom und es kommt zur Reifung des Kapsids, 
indem VP0 autokatalytisch in VP2 und VP4 gespalten wird. Durch eine 2B-vermittelte Er-
höhung der Plasmapermeabilität, die vorwiegend aufgrund einer Zunahme der zytoplas-
matischen Ca2+-Konzentration zustande kommt [67, 345], erfolgt anschließend die endgül-
tige Freisetzung der fertigen Virionen infolge einer Lyse der Wirtszelle. Am Ende eines 
Reproduktionszyklus entsteht so in einer einzigen zytolytisch geschädigten Zelle aus ei-




2.2 Einfluss einer CVB3-Infektion auf die Wirtszelle 
Die viralen Replikations- und Translationsvorgänge und insbesondere ein Teil der entste-
henden Virusproteine beeinflussen die Stoffwechselvorgänge sowie die Morphologie der 
Wirtszelle beträchtlich. Die viralen Mechanismen zielen dabei zum einen auf die Förde-
rung der Produktion neuer infektiöser Viruspartikel und zum anderen auf eine Hemmung 
von Prozessen und Komponenten des Wirtsorganismus, die den viralen Lebenszyklus 
negativ beeinflussen z. B. das Immunsystem [362]. Zudem hat CVB3, wie andere Viren 
auch, verschiedene Strategien entwickelt, die befallene Wirtszelle so zu manipulieren, 
dass zu Beginn des viralen Lebenszyklus Signalwege, die ein Überleben der Zelle si-
chern, initiiert werden und es im Gegensatz dazu in der Spätphase, d. h. wenn die Menge 
an reifen infektiösen Viruspartikeln hoch ist, zur Induktion von Anti-Überlebens- bzw. a-
poptotischen Prozessen kommt (siehe 2.4.4), die eine Freisetzung der Viren erleichtert 
bzw. ermöglicht [76]. 
 
2.2.1 Beeinflussung zellulärer Funktionen 
Während der Virusvermehrung kommt es in den infizierten Wirtszellen zum sogenannten 
„host cell shut-off“ − d. h. dem Abschalten der zellulären Translations-, Transkriptions- und 
Stoffwechselprozesse. Bereits kurze Zeit nach dem Eindringen von CVB3 in die Wirtszelle 
liegen große Mengen an viraler RNA im Zytoplasma vor, deren IRES-Strukturen eine ho-
he Affinität zu zellulären Ribosomen und Proteinen wie PCBP2 und PABP aufweisen. 
Zudem werden die funktionell homologen eukaryotischen Translationsinitiationsfaktoren 
eIF4G/I und eIF4GII durch die virale Protease 2Apro gespalten, was die Bindung der 40S 
ribosomalen Untereinheit und somit eine cap-abhängige Translation zellulärer mRNAs 
verhindert [79]. Ein Spaltprodukt dieser Prozessierung bindet dann an die virale RNA und 
fördert wiederum die IRES-abhängige Translation des viralen Polyproteins [252]. Zusätz-
lich wird das an der Translationsinitiation beteiligte PABP sowohl durch die 2Apro als auch 
durch die 3Cpro gespalten [170]. Das Zusammenspiel dieser Prozesse bewirkt, dass die 
Translationsmaschinerie der Wirtszelle ausschließlich virale Proteine synthetisiert.  
Daneben wird auch die zelluläre Transkription stark durch die enterovirale Infektion und 
dabei insbesondere durch die proteolytische Aktivität der viralen Protease 3Cpro beein-
trächtigt. Durch ein Signalpeptid im 3D-Teil des 3CD-Vorläuferproteins wird dieses in den 
Zellkern transportiert [301, 358], wo es zur autokatalytischen Spaltung und anschließend 
zur 3Cpro-vermittelten Spaltung des TATA-Bindeproteins [47] sowie der Transkriptionsfak-
toren TFIIIC [46], CREB [371] und Oct-1[373] kommt. Daraus resultiert eine Inhibierung 
der zellulären Transkription durch alle drei eukaryotischen RNA-Polymerasen [372]. Das 




der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) und beeinträchtigt zusammen mit 
dem 3A-Protein Transport und Sekretion von Wirtszellproteinen [28, 345]. So wird z. B. 
die Expression von „major histocompatibility complex“- (MHC-) I-Molekülen auf der Zell-
oberfläche durch eine CVB3-Infektion drastisch reduziert, was die Ausbildung einer antivi-
ralen T-Zell-vermittelten Immunantwort erschwert [52]. Eine erhebliche Beeinträchtigung 
der Zellmorphologie entsteht zum einen infolge der Spaltung des Zytoskelettproteins 
Dystrophin durch 2Apro und der Zerstörung der Dystrophin-assoziierten Glykoproteine 
α-Sarkoglykan und β-Dystroglykan, was im infizierten Herzgewebe zu einer fortschreiten-
den myokardialen Schädigung und im weiteren Verlauf zur Ausbildung einer DCM führen 
kann [11], und zum anderen durch die Spaltung eines Mikrotubuli-assoziierten Proteins 
[169]. Der zelluläre „shut-off“ äußert sich durch zunehmende Vakuolisierung des Zytop-
lasmas, Kondensation des Chromatins und Schrumpfen des Zellkerns [56, 384]. Weiterhin 
werden die Chromosomen durch Brüche geschädigt [13, 112], das ER verändert seine 
Struktur [66] und in der Spätphase der Infektion kommt es zur Zerstörung der Mikrotubuli. 
Dieser zytopathische Effekt (ZPE), den die meisten Picornaviren hervorrufen, ist durch ein 
im Lichtmikroskop beobachtbares Zusammenziehen sowie Abrunden der Zellen und der 
daraus resultierenden Auflösung des Zellverbandes gekennzeichnet. 
 
2.2.2 Beeinflussung zellulärer Signalwege 
Signaltransduktionswege ermöglichen einer Zelle, extra- und intrazelluläre Veränderun-
gen wahrzunehmen, umzuwandeln und in geeigneter Weise auf diese weitergeleiteten 
Signale zu reagieren. An den dabei zumeist kaskadenartig ablaufenden Reaktionsketten 
sind eine Vielzahl von Proteinen mit enzymantischer Aktivität beteiligt. CVB3 ist in der 
Lage, eine Reihe solcher Signalwege zu induzieren bzw. zu manipulieren, um ein vorü-
bergehendes Überleben der infizierten Zellen zu sichern und so eine effektive Virusrepli-
kation zu gewährleisten. Erst in den letzten Jahren wurde jedoch die Untersuchung sol-
cher Signaltransduktionswege in der Pathogenese enteroviraler Myokarditiden verstärkt 
berücksichtigt. In vielen Fällen konnte dabei gezeigt werden, dass nach einer Infektion mit 
CVB3 verschiedenste Proteine phosphoryliert werden. 1997 wurde erstmals in infizierten 
HeLa-Zellen eine Phosphorylierung an Tyrosinresten zweier Proteine beschrieben, deren 
Inhibierung zur drastischen Reduktion der Virustiter führte [149]. Nähere Untersuchungen 
ergaben, dass infolge einer CVB3-Infektion von HeLa-Zellen das p21ras GTPase-
aktivierende Protein (RasGAP) gespalten wird, was wiederum zur Phosphorylierung der 
zwei MAP („mitogen-activated protein“)-Kinasen ERK-1 und ERK-2 (= „extracellular sig-
nal-related kinases“) über einen Raf1/MEK-1-abhängigen Signalweg führt [150]. In weite-




die CVB3-Replikation bestätigt werden [54, 205, 212, 254]. Zudem wurde eine gesteigerte 
Phosphorylierung der Kinasen JNK1/2 („stress-activated protein kinases“) und der p38 
MAP-Kinase festgestellt. Eine Inhibierung letzterer bewirkte eine Reduktion der Viruspar-
tikelfreisetzung und eine Pro-Caspase-3-Spaltung verbunden mit Apoptoseinduktion in 
den Wirtszellen [304]. Eine weitere wichtige Kinase, die während einer CVB3-Infektion in 
HeLa-Zellen und Kardiomyozyten an zwei Aminosäuren − Serin und Threonin − phospho-
ryliert und damit aktiviert wird, ist die Proteinkinase B (= Akt), welche eine zentrale Rolle in 
der Homöostase der Zelle spielt [75] und u. a. die Caspase 9 verstärkt phosphoryliert 
[386]. Vertiefende In vitro-Studien zeigten zudem, dass die virusinduzierte Aktivierung von 
Akt über einen Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)-abhängigen Signalweg stattfindet, 
dessen Inhibierung zu einer starken Reduktion der coxsackieviralen RNA-Synthese und 
Replikation führt [77]. Eines der Effektormoleküle, die über den PI3K/Akt-Signalweg akti-
viert werden, ist der Transkriptionsfaktor NFκ-B („nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer“-B), der eine große Bedeutung für die Regulation der Immunantwort, der 
Zellproliferation und der Apoptose besitzt. Eine solche PI3K/Akt-abhängige Aktivierung 
von NFκ-B sowie eine daraus resultierende Aufrechterhaltung der Zellvitalität konnte auch 
in CVB3-infizierten Kardiomyozyten nachgewiesen werden [74]. Zudem scheint die Ubi-
quitinylierung verschiedener zellulärer und viraler Proteine und deren Prozessierung über 
den Ubiquitin/Proteasom-Weg eine Rolle während der CVB3-Replikation zu spielen [213, 
214, 303, 305, 306]. Eine weitere wichtige coxsackievirale Strategie, um optimale Ver-
mehrungs- und Ausbreitungsbedingungen zu schaffen, ist die Induktion bzw. Manipulation 
apoptotischer Signalwege. 
2.3 CVB3-induzierte Myokarditis und DCM 
Das Krankheitsbild der Myokarditis wird durch einen sich herdförmig oder diffus im Myo-
kard ausbreitenden Entzündungsprozess bestimmt, der akut bzw. chronisch rezidivierend 
verläuft und dabei sowohl die Myozyten und das Interstitium als auch die myokardialen 
Gefäße einbezieht. Induziert wird diese Entzündung durch das direkte oder indirekte Ein-
wirken von Erregern wie Bakterien, Pilzen, Viren oder Protozoen (Mittel- und Südamerika: 
Trypanosoma cruzi), wobei in diesen Fällen von einer infektiösen Myokarditis gesprochen 
wird. Des Weiteren kann eine Herzmuskelentzündung durch System- und Stoffwechseler-
krankungen sowie chemische (Toxine) und physikalische (Röntgenstrahlung) Agenzien 
entstehen − diese Myokarditiden werden dann als nichtinfektiös bezeichnet. Nach dem 
Rückgang von bakteriell verursachten Infektionskrankheiten sind in Europa und den USA 
heute Viren als Hauptursache für die Entwicklung einer akuten Myokarditis zu sehen. Ob-




Erreger prinzipiell in Betracht kommen, werden aufgrund epidemiologischer Untersuchun-
gen Enteroviren und im Speziellen CV der Gruppe B (B3) als die häufigsten Erreger einer 
viralen Myokarditis eingestuft. Weiterhin werden Coxsackie-A-Viren und Echoviren als 
kardiotrop beschrieben, wobei die Inzidenz für diese beiden Gruppen im Gegensatz zu 
3,5 % für CVB bei 0,7 % liegt [109]. In 1,5 % aller Fälle treten kardiovaskuläre Symptome 
auf. Serologische Analysen zeigen, dass ca. 50 % aller Myokarditis-Patienten eine Ente-
rovirus-Infektion hatten bzw. haben [222]. Trotzdem war die Virusätiologie der Myokarditis 
lange Zeit umstritten, da sich der Nachweis dieser Infektionen bei Patienten mit anamneti-
scher Verdachtsdiagnose klinisch zuweilen schwierig gestaltet und es vor Einführung 
sensitiver und spezifischer molekularbiologischer Nachweis-Techniken nur in Einzelfällen 
gelang, diese Ätiologie unzweifelhaft zu bestätigen. Heute besteht zum einen die Möglich-
keit, infektiöses Virus aus dem Herz oder Gastrointestinaltrakt eines Patienten zu isolieren 
bzw. virale RNA über (RT-) PCR, Slot-Blot sowie In situ-Hybridisierung in myokardialem 
Gewebe nachzuweisen [7, 24, 168, 174]; zum anderen können virus-spezifische Antikör-
per serologisch detektiert werden. Aus Stuhl- und Pankreasproben vieler Myokarditis-
Patienten ist es gelungen, infektiöse CVB zu isolieren und zudem erfolgreich auf Mäuse 
zu übertragen [369]. Da myokardiale Biopsien im klinischen Alltag eher unüblich sind, ist 
der Nachweis von infektiösem Virus direkt aus dem Herzen schwierig. Untersuchungen an 
explantiertem Herzgewebe und Autopsie-Material erbrachten jedoch positive Ergebnisse 
[315]. Bei ca. 43% aller Myokarditis-Patienten ist der Nachweis von CVB-RNA möglich. Im 
Vergleich dazu konnten bei keinem der Kontrollpatienten virale Genome detektiert werden 
[221]. Die Bestimmung Serotyp-spezifischer Antikörper erbringt wegen der hohen Anzahl 
potentiell kardiotroper Serotypen klinisch wenig Sicherheit für eine klare Diagnose. Ohne 
Endomyokardbiopsie mit nachfolgender histologischer, immunhistochemischer und mole-
kularbiologisch-virologischer Auswertung ist die Diagnose einer Myokarditis klinisch prak-
tisch nicht sicher erstellbar. Aufgrund dieser Schwierigkeiten bleiben ca. 50 % der Myo-
karditis-Fälle bzw. Enterovirus-Infektionen unerkannt [335]. Zudem kommt es nur bei 
10 % dieser Infektionen zur Ausbildung akuter klinischer Symptome. In der Regel tritt bei 
der Mehrzahl (55 %) der Patienten nach einer akuten viralen Myokarditis eine Verbesse-
rung der hämodynamischen Parameter und der Belastbarkeit ein, wobei nur bei ca. 35 % 
die Krankheit völlig ausheilt. Allerdings kann eine akute Entzündung in 20 % der Fälle 
auch in einen chronischen, stetig rezidivierenden Krankheitsverlauf übergehen oder gar 
tödlich enden [216].  
Als eine wichtige Langzeit-Folge-Erkrankung der akuten/chronischen viralen Myokarditis 
wird das Krankheitsbild der DCM angesehen [250], da auch hier im Myokardgewebe in bis 




starke Korrelation (P<0,001) zwischen einer zuvor bestehenden CV-Infektion und der sich 
entwickelnden DCM nachgewiesen werden konnte [268]. Es handelt sich um eine progra-
dient verlaufende Herzinsuffizienz, bei der die fibrotischen Ventrikelwände der linken bzw. 
beider Herzhälften einer zunehmenden Dilatation unterliegen, in deren Folge meist systo-
lische, aber auch diastolische Pumpfehler und eine deutliche Kardiomegalie auftreten 
[173]. Jedes Jahr werden in den USA ca. 10.000 neue DCM-Fälle diagnostiziert [24]. In 
50 % der Fälle hat eine DCM einen letalen Ausgang und kann effektiv nur mit einer Herz-
transplantation therapiert werden. Die Prognose einer akuten Myokarditis/DCM scheint 
dabei von der An- oder Abwesenheit von CVB abzuhängen. Eine über einen Zeitraum von 
15 Jahren laufende Studie zeigte, dass 25 % der Myokarditis-Patienten mit serologisch 
nachgewiesener CVB-Infektion an einem chronischen Verlauf oder einer DCM versterben. 
Dagegen traten keine Todesfälle in der serologisch negativen Gruppe auf [198]. Ausprä-
gung und Verlauf einer bestehenden kardialen Enterovirus-Infektion werden zudem durch 
zum Teil unbekannte wirts- bzw. virusspezifische Faktoren bestimmt [45, 152]. So variiert 
beispielsweise die Inzidenz CV-induzierter Erkrankungen mit dem Alter des Betroffenen 
[109]: Während Neugeborene und Kleinkinder hochgradig anfällig für akute Infektionen 
sind, stellen junge Erwachsene ca. 52 % aller symptomatischen Myokarditisfälle dar. 
Chronizität einer Myokarditis oder DCM werden dagegen am häufigsten (69 %) im höhe-
ren Alter (40 Jahre und älter) erreicht. Des Weiteren sind, abgesehen von Schwangeren 
im dritten Trimester der Gravidität, eher Männer Myokarditis-Patienten [154, 369]. 
Obwohl jedoch Struktur und Genomorganisation von Enteroviren und speziell CV zum 
größten Teil bekannt sind, ist es bis heute nicht gelungen, eine virusspezifische präventi-
ve oder therapeutische Behandlung in der Klinik zu etablieren. Trotzdem wurden einige 
Ansätze entwickelt, die zum einen auf die Inhibierung der Virusreplikation mit nachfolgen-
der Hemmung der Infektionsausbreitung und zum anderen auf die Unterstützung der Eli-
mination infizierter Zellen durch die zelluläre Immunantwort zielen. Eine Möglichkeit be-
steht darin, mit Hilfe von speziellen Substanzen das virale Kapsid so stark zu stabilisieren, 
dass die Freisetzung der viralen RNA aus dem Viruspartikel unmöglich wird. Eine solche 
Substanz ist das klinisch gut erforschte Pleconaril bzw. abgewandelte Derivate. Sie blo-
ckieren die Rezeptorbindungsstellen des viralen Kapsids und verhindern so eine Adsorp-
tion an die Zelle [14, 218, 273, 283, 284]. Weiterhin konnte am murinen Modell gezeigt 
werden, dass eine Immunglobulin-Therapie, d. h. die Verabreichung von neutralisierenden 
Antikörpern, eine akute virusinduzierte Myokarditis vollständig unterdrückt [320]. Der viel 
versprechende Ansatz einer Therapie durch Interferon-Behandlung stützt sich auf die Be-
deutung dieser Mediatoren für die unspezifische und spezifische Immunabwehr [171]. So 




auch in vivo [225] demonstriert. Zusätzlich veröffentlichten Kühl et al. (2003) eine klinische 
Studie, die zeigte, dass bei Patienten mit linksventrikulärer Dysfunktion aufgrund einer 
enteroviralen Infektion nach IFN-β-Behandlung zum einen eine Verbesserung der Ventri-
kelfunktion auftrat und zum anderen keine virale RNA im Myokard mehr nachweisbar war 
[192]. Zudem wurde die synergetische antivirale Aktivität von IFN-β und Interferon-γ 
(IFN-γ) in infizierten Zellkulturen und in vivo nachgewiesen [126, 130]. Eine aktive oder 
passive Schutzimpfung als protektive Maßnahme gegen virale Myokarditis bzw. DCM 
konnte bis heute nicht für eine klinische Anwendung entwickelt werden, obwohl einige 
murine Modelle etabliert wurden [129]. Zudem ist es gelungen, stabil attenuierte Viren 
herzustellen, die eine protektive Immunantwort erzeugen konnten [59, 91, 291, 292, 385]. 
Auch der Einsatz von virusspezifischen DNA- und RNA-Vakzinen erbrachte vielverspre-
chende protektive Ergebnisse [128, 135, 161]. Ein weiterer Ansatz zur Entwicklung von 
spezifischen CV-Vakzinen ist die Verwendung Zytokin-exprimierender rekombinanter Vi-
ren. Dabei zeigten vor allem IFN-γ- und IL-10-exprimierende Varianten starke protektive 
Eigenschaften [130, 131, 136, 137]. 
 
2.3.1 Pathogenese und Immunantwort des Wirts 
Ein Großteil der heute vorliegenden Erkenntnisse über die Pathogenese einer humanen 
CVB3-induzierten Myokarditis und DCM basiert auf experimentellen Studien am murinen 
Modell, da Mäuse in vielerlei Hinsicht hervorragend geeignet sind [76, 362]. Zum einen 
stehen für dieses Modell zahlreiche Inzucht- bzw. transgene Stämme zur Verfügung und 
es ist möglich, viele Tiere pro Versuchsgruppe einzusetzen, um eine statistische Auswert-
barkeit zu gewährleisten. Zum anderen ist die Spezies Maus in genetischer Hinsicht äu-
ßerst gut untersucht. Weiterhin infizieren CV Mäuse mit einer dem Menschen gleichen 
Organpräferenz [32]. Nach einer Infektion mit CVB3 findet dabei die virale Replikation im 
Herz-, Pankreas- und Milzgewebe sowie im Gehirn statt und es entstehen apparente pa-
thologische Symptome, die humanen Erkrankungen ähneln [138, 229]. Die diesen Sym-
ptomen zugrunde liegenden Pathogenese-Mechanismen werden allerdings bis heute kon-
trovers diskutiert. Dabei wurden im Laufe der Zeit zwei grundsätzliche Hypothesen erstellt 
und untersucht, die sich auf die Rolle der virusinduzierten Entzündungsantwort des Im-
munsystems und die Entwicklung der Herzmuskelschädigung konzentrieren. Eine erste 
Theorie besagt, dass die CVB-induzierte Immunantwort einen autoimmunen Charakter 
besitzt, wobei vier verschiedene Mechanismen eine Rolle spielen könnten [95]. (i) Arbei-
ten von Gauntt et al. (1991/1995) und Cunningham et al. (1992) machen autoreaktive 
Antikörper bzw. die virale Eigenschaft, für Proteine zu codieren, die zellulären Polypepti-




für die Myokardschädigung verantwortlich [55, 97, 98]. So konnten z. B. autoreaktive Anti-
körper gegen Myosin im murinen Herzgewebe infolge einer CVB3-Infektion detektiert 
werden [81, 366, 367], die für den chronischen Verlauf einer Myokarditis verantwortlich 
sein könnten. Da diese Hypothese jedoch genaueren Untersuchungen nicht standhalten 
konnte [240] und schon eine Inokulation von Myosin allein (in Abwesenheit von CVB3) 
eine Myokarditis auszulösen vermochte, bleibt die Bedeutung autoreaktiver Antikörper für 
die coxsackievirale Myokarditis unklar und es wird eher angenommen, dass die Produkti-
on dieser Antikörper als sekundäres Ereignis aus der virusinduzierten Zerstörung des 
murinen Herzgewebes resultiert [82, 242]. (ii/iii) Weiterhin werden aktivierte autoreaktive 
CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen als mögliche Ursache für die myokardialen Schädigungen ver-
antwortlich gemacht [78]. Dabei wurde z. B. gezeigt, dass bestimmte zytotoxische CD8+ 
T-Lymphozyten (CTL) sowohl infizierte als auch nicht betroffene Zellen lysieren [157, 
158]. Studien von Neu et al., die sich mit der bereits erwähnten Myosin-induzierten Myo-
karditis beschäftigen, favorisieren dagegen eine durch CD4+ T-Lymphozyten vermittelte 
Schädigung des Herzens [241, 243]. (iv) In neueren Untersuchungen wurde γδ T-Zellen 
eine Bedeutung während der Pathogenese einer CVB3-induzierten Myokarditis zugespro-
chen [151, 153, 155]. Zusammenfassend besteht kein Zweifel, dass es im Zuge einer 
CVB3-Infektion zur Induktion von T-Zellen und autoreaktiven Antikörpern kommt. Ob die-
se virusinduzierten Immunreaktionen jedoch einen pathogenen Charakter aufweisen, 
bleibt umstritten. Zudem konnte in mehreren großen klinischen Studien, die z. T. über 
einen langen Zeitraum verliefen oder an akuter Myokarditis erkrankte Kinder berücksich-
tigten, kein begünstigender Effekt einer immunsuppressiven Therapie auf Verlauf und 
Prognose einer viralen Myokarditis nachgewiesen werden [26, 113, 139, 159, 217, 223]. 
Die zweite und derzeit am häufigsten vertretene Theorie zur Pathogenese einer CVB3-
induzierten akuten und chronischen Myokarditis führt die myokardialen Schädigungen 
zum einen auf eine direkte Zelllyse durch das Virus und zum anderen auf die folgende, 
gegen virale Antigene gerichtete immunpathologische Reaktion des Wirtsimmunsystems 
(z. B. vermittelt durch CD8+ CTL und NK-Zellen) mit starken Zellinfiltrationen zurück [185, 
227]. Der chronische Krankheitsverlauf resultiert aus der Persistenz der viralen RNA bzw. 
der Virusantigene, die eine fortschreitende oder rezidivierende Entzündung hervorrufen. 
Beide Verlaufsfomen haben demnach eine große immunpathologische Komponente 
[363]. 
Aufgrund kontrollierter In situ-Hybridisierungs-Studien, unter Einbezug histologischer und 
immunhistologischer Parameter [175], wird heute davon ausgegangen, dass eine CVB3-
induzierte Myokarditis beim Menschen, analog zum Tiermodell, in zwei Phasen verläuft 




verschiedenen Organen, wie Pankreas, Herz, Milz oder Leber, und repliziert dort inner-
halb von 3-4 Tagen zu hohen Titern. Durch die aktive Virus-Replikation entsteht noch vor 
Entwicklung einer Immunantwort und inflammatorischen Infiltraten ein direkter ZPE im 
Myokard mit konsekutivem zellulärem Untergang [227, 288]. Dabei werden zunächst en-
dotheliale Zellen und durch anschließende Zell-zu-Zell-Ausbreitung die Kardiomyozyten 
infiziert, was zu einer direkten, durch fokale Läsionen gekennzeichneten Schädigung des 
Herzgewebes führt [105, 141, 186]. Gleichzeitig kommt es zu einer ersten erhöhten Frei-
setzung von verschiedenen Zytokinen (u. a. Interleukin [IL]-1α, IL-1β, IL-6, IL-18, TNF-α, 
TNF-β oder IFN-γ) durch myokardiale Zellen, wie Myozyten, Endothelzellen, Fibroblasten 
oder Dendritische Zellen [297]. Zudem wurden bereits in dieser Phase erste neutralisie-
rende Antikörper detektiert, die eine bedeutende Rolle für die Kontrolle der viralen Repli-
kation und die Beseitigung freier Virionen im Herz und anderen Geweben spielen [44, 
232]. In der zweiten, subakuten Phase der Erkrankung reagiert der Wirtsorganismus mit 
einer aktiven Entzündungsinfiltration, infolge derer das Virus letztlich beseitigt wird und 
sich der Patient erholt. Im Rahmen der unspezifischen Immunantwort und stimuliert durch 
die Freisetzung reifer Viruspartikel ins Interstitium wandern anschließend NK-Zellen sowie 
Makrophagen ins Gewebe ein und eine erhöhte Ausschüttung proinflammatorischer Zyto-
kine ist detektierbar [133]. Dadurch werden antigenpräsentierende CD4+ und zytotoxische 
CD8+ CTL zu den multifokal verteilten Läsionen des Myokards rekrutiert, welche zusam-
men mit einwandernden B-Lymphozyten die unterstützende spezifische Immunantwort 
ausmachen [129, 156, 332, 343, 368].  
Die Rolle der unspezifischen Immunanwort für die Kontrolle einer CVB3-Infektion konnte 
durch Studien mit immundefizienten Mäusen gezeigt werden, die nicht in der Lage waren, 
eine Typ-I-Interferon-vermittelte Immunreaktion auszubilden und infolgedessen schon 
geringen Dosen an Virus unterlagen [360]. Weiterhin weisen Knockout-Mäuse ohne NK-
Zellen erhöhte virale Titer und verstärkte myokardiale Schädigungen auf [104]. Peritoneal-
Makrophagen produzieren zudem in Folge einer gesteigerten IFN-γ-vermittelten Expressi-
on der induzierbaren Stickstoffmonoxid (NO)-Synthetase (iNOS) NO, welches einen direk-
ten antiviralen Effekt auf die CVB3-Replikation hat, da die 2Apro inhibiert wird [10, 165, 
381]. Eine primäre Bedeutung für die Kontrolle der Infektion hat der humorale Zweig der 
adaptiven Immunantwort und dabei insbesondere die Bildung neutralisierender Antikörper 
[44]. Dies wird durch mehrere verschiedene Untersuchungen bestätigt. Zum einen sind 
Patienten mit einer Agammaglobulinämie besonders anfällig für Enteroviren [234] und B-
Zell-Knockout-Mäuse zeigen starke Veränderungen in Verlauf und Ausprägung einer 
CVB3-Infektion [232]. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass therapeutisch verab-




Antikörper in der Lage sind, neugeborene Mäuse vor einer CVB3-Infektion zu schützen 
[235]. Für eine Bedeutung der zellulären T-Zell-vermittelten Immunantwort im Verlauf ei-
ner CVB3-induzierten Myokarditis gab es bereits 1974 Hinweise [370], und bis heute 
konnte dies durch zahlreiche Studien bestätigt werden [111, 122, 183, 376], wobei die 
beteiligten T-Zellpopulationen abhängig vom Mausstamm variieren. CD8+ CTL spielen 
jedoch eine besondere Rolle, indem sie spezifisch virale Antigene erkennen, die durch 
MHC-Klasse I-Moleküle auf der Oberfläche infizierter Kardiomyozyten präsentiert werden 
[129, 298]. Dieser Prozess wird durch die zumeist vorliegenden Zytokine IFN-γ und TNF-α 
noch unterstützt, da diese zum einen die Expression von MHC-I in den Myozyten steigern 
und zum anderen den Zell-Zell-Kontakt zwischen infizierter Zelle und T-Lymphozyt be-
günstigen, da sie eine erhöhte Bildung des „intracellular adhesion molecule-1“ (ICAM-1) 
stimulieren [295]. Wie unter 2.2.1 erwähnt, wird jedoch die Expression von MHC-I-
Molekülen auf der Zelloberfläche durch eine CVB3-Infektion reduziert, wodurch im Ver-
gleich zu anderen Virusinfektionen nur eine verhaltene CD8+ T-Zellantwort zustande 
kommt [52, 308]. Einer der Effektor-Mechanismen zytotoxischer T-Zellen, CVB3-infizierte 
Myozyten zu lysieren, ist die Freisetzung von Perforin und Granzym B, infolge derer eine 
Porenbildung in der zellulären Membran stattfindet und anschließend Apoptose induziert 
wird [21, 296]. Gebhard et al. konnten jedoch zeigen, dass dieser Perforin-Mechanismus 
während einer CVB3-induzierten Myokarditis eher eine Bedeutung für die immunpatholo-
gischen Schädigungen des Herzgewebes als für die Viruseliminierung hat. CVB3-infizierte 
Perforin-Knockout-Mäuse wiesen dementsprechend lediglich eine höhere Überlebensrate 
und eine milder verlaufende und schneller ausheilende Myokarditis auf. Im Vergleich zu 
Wildtypmäusen zeigten sie dagegen keine Unterschiede in Viruslast und -verteilung und 
waren in der Lage, eine normale antivirale CD8+ T-Zellantwort auszubilden, die vermutlich 
durch die Produktion von IFN-γ und anderen Zytokinen unterstützt bzw. ermöglicht wird 
[99]. Diese und andere Untersuchungen machen deutlich, dass CD8+ CTL zwei bedeu-
tende Funktionen in der Pathogenese einer CVB3-induzierten Myokarditis zukommen − 
eine antivirale Rolle bei der Eradikation des Virus und eine immunpathologische myo-
kardschädigende Eigenschaft [362, 363]. Dies bestätigen auch In vivo-
Depletionsexperimente von Henke et al. (1995), die zeigen, dass CVB3-infizierte Mäuse 
ohne CD8+ CTL deutlich höhere Virustiter im Herzgewebe aufweisen als immunkompe-
tente Kontrollmäuse. Die Myokardschäden und Infiltrate sowie die Inzidenz für eine chro-
nische Myokarditis waren hingegen in diesen Tieren abgeschwächt [129].  
Aufgrund dieser unterschiedlichen Eigenschaften der CD8+ CTL-Population muss für eine 
ideale Bekämpfung einer CVB3-Infektion die, durch diese Zellen vermittelte Immunantwort 




gen hätte, würde dagegen eine schwache oder auch künstlich supprimierte CD8+ T-
Zellantwort eine ungenügende Viruseliminierung und demzufolge eine verstärkte Virus-
ausbreitung mit virusinduzierter Zytolyse der Kardiomyozyten nach sich ziehen. Die Be-
deutung der CD4+ T-Zellpopulation konnte ebenfalls durch Versuche mit Knockout-
Mäusen belegt werden. So konnte bei Tiere, die normalerweise relativ unanfällig für die 
Entwicklung einer Herzmuskelentzündung sind, nach Entfernung CD4+ T-Lymphozyten 
eine schwerwiegende Myokarditis mit reduzierten Virustitern festgestellt werden. Eine 
zusätzliche Depletion der CD8+ CTL-Population hatte dagegen eine milder verlaufende 
myokardiale Entzündungsreaktion mit deutlich erhöhten Titern zur Folge [129]. Diese deu-
tet darauf hin, dass unter immunkompetenten Bedingungen eine mögliche Funktion CD4+ 
Lymphozyten die Hemmung bzw. Regulation der durch CD8+ CTL vermittelten Immun-
antwort sein könnte.  
Trotz dieser starken Immunantwort entwickelt das Virus bzw. die verbleibenden RNA-
Genome in Abhängigkeit von bis dato unbekannten genetischen Faktoren des Wirts Stra-
tegien, die eine persistierende Infektion ermöglichen und ein chronisches Krankheitsbild 
zur Folge haben können. So konnte mittels In situ-Hybridisierung gezeigt werden, dass in 
verschiedenen Mausstämmen eine Langzeit-Persistenz viraler RNA im Herzgewebe mit 
der Ausbildung einer chronischen Myokarditis sowie einer Fibrose assoziiert ist und dass 
diese virus-positiven Signale in den meisten Fällen in der Nähe inflammatorischer Herde 
lokalisiert sind [175, 185, 189]. Ein direkter Beweis, dass persistente virale RNA zu patho-
logischen Gewebeschädigungen im Myokard führt, konnte experimentell mittels transge-
ner Mäuse erbracht werden, die nur defekte Viren im Herzmuskel exprimierten. In diesem 
Modell wurde nachgewiesen, dass virale RNA-Synthese allein, in Abwesenheit von infek-
tiösem Virus, ausreicht, um eine DCM und Abnormalitäten in der Erregungsweiterleitung 
im Herzmuskel zu verursachen [359, 361]. Während in akut infizierten Myozyten virale 
Plusstrang-RNA im Vergleich zu Minussträngen im Überschuss vorhanden ist, wurden für 
die chronische Phase annähernd gleiche Mengen viraler Plus- und Minusstrang-RNA 
nachgewiesen, wobei vermutet wird, dass diese in Doppelstrang-Konformation vorliegen 
[322]. Zusätzlich waren alle Regionen der viralen RNA unverändert, was die frühere Ver-
mutung entkräftet, die Enteroviruspersistenz resultiere aus distinkten genetischen Mutati-
onen im Virusgenom. Aufgrund einer herabgesetzten Replikationsfrequenz findet außer-
dem eine restringierte Expression viraler Struktur- und Nichtstrukturproteine statt [185]. 
Zusammenfassend könnte also die Pathogenese einer chronischen Myokarditis durch drei 
verschiedene Mechanismen erklärt werden [362]. (i) Zum einen könnte infektiöses, per-
sistierendes Virus sporadisch reaktiviert werden und so eine rezidivierende Entzündung 




direkt schädigen [359, 361] und/oder (iii) immunpathologische Prozesse auslösen.  
Eine mögliche coxsackievirale Strategie, um persistent in einem immunkompetenten 
Wirtsorganismus zu verbleiben, ist die Fähigkeit, eine latente Infektion in ruhenden, nicht 
proliferierenden Zellen zu etablieren, wobei deren Status im Zellzyklus eine entscheiden-
de Rolle spielt. So zeigten Feuer et al. (2002), dass in Zellen, die sich in der G0- oder 
G2/M-Phase befinden, nur eine sehr stark reduzierte virale Proteinsynthese sowie eine 
ineffektive Viruspartikelproduktion stattfindet [85]. Werden diese Zellen jedoch zur Prolife-
ration angeregt, steigen diese Parameter deutlich an. Diese Beobachtungen stehen zu-
dem im Einklang mit Untersuchungen an post-mitotischen Muskelzellen, welche persistent 
coxsackievirale RNA enthalten [7, 94, 204, 323]. Im Herzgewebe, welches ebenfalls als 
post-mitotisch angesehen wird, könnte eine bestimmte teilungsaktive Myozyten-
Population [25] oder Fibroblasten und Endothelzellen ein entsprechendes Target für 
CVB3 darstellen, was auch die fokale Infektion dieses Organs erklären würde [85, 362]. 
Eine weitere diskutierte Theorie über das Zustandekommen einer persistenten Infektion 
ist auch ein mögliches Unvermögen des Wirtsimmunsystems, das Virus während der aku-
ten Phase vollständig zu eliminieren. Die dabei zugrunde liegenden Mechanismen sind 
jedoch unbekannt. 
 
2.3.2 CVB3-Infektion in Zellen des Immunsystems 
Einen weiteren pathogenetischen Aspekt im Modell der CVB3-induzierten Myokarditis und 
einen möglichen viralen Persistenzmechanismus stellt die Infektion von Immunzellen dar. 
Diese virale Strategie der Beeinflussung des Immunsystems durch eine latente oder per-
sistente Infektion von Immunzellen wurde auch für andere Viren beschrieben, wobei der in 
dieser Hinsicht wohl bekannteste Vertreter das HI-Virus ist, welches u. a. CD4+ T-Zellen 
infiziert [285, 311]. Durch frühe In vitro-Studien konnte bereits 1985 auch für CVB3 ge-
zeigt werden, dass es in der Lage ist, verschiedene humane lymphoide T- (z. B. MOLT-4) 
und B-Zelllinien (z. B. Ramos) persistent zu infizieren, wobei sich die verwendeten B-
Lymphozyten als empfänglicher herausstellten. Dabei war eine Detektion infektiöser Vi-
ruspartikel auch noch mehrere Wochen bzw. Monate nach der Infektion möglich [226]. 
Diese Beobachtungen wurden durch Arbeiten von Vuorinen et al. (1994) bestätigt, die 
neben einem Nachweis viraler RNA auch eine produktive CVB3-Infektion in den humanen 
Lymphozyten-Linien Raji und MOLT-4 zeigten. Im Gegensatz dazu war in In situ-
Hybridisierungsexperimenten mit in vitro infizierten primären peripheren mononukleären 
Zellen bzw. Granulozyten und Knochenmarkszellen aus gesunden Spendern nur ein ge-
ringer Prozentsatz der Zellen positiv für CVB3-Antigene. Die Neubildung viraler Proteine 




348]. Vertiefende Untersuchungen zeigten, dass diese divergente Anfälligkeit der ver-
schiedenen Zelltypen nicht durch deren unterschiedlichen Reifungsgrad vermittelt wird, da 
auch ausdifferenzierte T- (CCRF-HSB-2) und B- (RPMI-8226) Zelllinien in vitro mit CVB3 
infiziert werden konnten [349]. Dem gegenüber stehen Studien, in denen festgestellt wur-
de, dass zum einen primäre humane Monozyten-Kulturen durchaus empfänglich für CVB3 
sind und es infolgedessen zur Produktion infektiöser Viruspartikel kommt [133]. Zum an-
deren war es möglich, Virus aus Blutzellen von Patienten mit einer nachweislichen Ente-
rovirus-Infektion zu isolieren [263]. Untersuchungen am murinen Modell der CVB3-
induzierten Myokarditis bestätigten später, dass es scheinbar auch in vivo zu einer Infek-
tion von Immunzellen kommt [5, 176, 187, 189]. Mittels In situ-Hybridisierung konnte dabei 
in CVB3-infizierten immunkompetenten Mäusen neben den typischen multifokalen myo-
kardialen Läsionen auch in den lymphatischen Organen, wie Milz und abdominalen 
Lymphknoten, eine hohe Anzahl virus-positiver Zellen nachgewiesen werden. Während in 
der akuten Phase (3-6 d p. i.) der Hauptteil der infizierten Immunzellen in der weißen Pul-
pa am äußeren Rande der Keimzentren lokalisiert war und nur vereinzelt positive Signale 
in der roten Pulpa auftraten, konzentrierte sich in der chronischen Phase der Infektion 
(42 d p. i.) die extrem reduzierte Menge CVB3-RNA-tragender Zellen im mittleren Teil der 
sekundären Follikel (ca. 200 Zellen/Follikel). Mit Hilfe einer kombinierten Nachweistechnik 
aus In situ-Hybridisierung zur Detektion viraler Positivstrang-RNA und immunhistochemi-
scher Markierung spezifischer Oberflächen-Antigene konnte nachfolgend gezeigt werden, 
dass während der akuten und chronischen Phase der Großteil der infizierten follikulären 
Immunzellen den für Pre-B- und B-Lymphozyten spezifischen Marker CD45R/B220+ auf-
wies. Aber auch T-Helfer- und Dedritische Zellen zu Beginn und Makrophagen in der 
Spätphase der Infektion enthielten coxsackievirale RNA. In B-Zellen der Marginalzone, T-
Zellen der periarteriellen lymphatischen Scheiden (PALS) und CTL konnten dagegen kei-
ne viralen Genome nachgewiesen werden. Da zudem die Detektion viraler Negativ-RNA-
Stränge durch strangspezifische RT-PCR und In situ-Hybridisierung möglich war, wurde 
nicht nur ein Beherbergen der Virionen, sondern auch eine virale Replikation in den muri-
nen B-Zellen vermutet [5, 187, 189].  
Die Bedeutung einer Infektion dieser Lymphozyten für den Verlauf und die Pathogenese 
einer CVB3-Infektion konnte dann durch vertiefende Untersuchungen von Mena et al. 
(1999) verdeutlicht werden. So kam es in B-Zell-Knockout-Mäusen zu einer auffällig ver-
zögerten Streuung der Virusinfektion zu sekundären Zielorganen, wie dem Herzgewebe, 
was diesen Lymphozyten-Phenotyp nicht nur als einen ersten Ort der viralen Replikation 
bestätigt, sondern auch deren Bedeutung hinsichtlich der Virusverteilung unterstreicht 




kard infizierter Mäuse unterstützt [188]. Ein weiterer Nutzen für eine erfolgreiche Etablie-
rung der Virusinfektion im Wirtsorganismus liegt zudem wohlmöglich in der Abschirmung 
vor neutralisierenden Antikörpern. Da jedoch nach wie vor vergleichsweise wenig Kennt-
nisse über diese coxsackievirale Strategie, B-Lymphozyten des Wirtsimmunsystems zu 
infizieren vorliegen, sind detaillierte Untersuchungen dieser Vorgänge für ein genaueres 
Verständnis der Bedeutung für Pathogenese und Verlauf einer CVB3-Infektion von großer 
Bedeutung.  
2.4 Apoptose 
Die zum ersten Mal 1972 durch Kerr et al. als programmierter Zelltod beschriebene Apop-
tose ist ein in allen Metazoa vorkommender Prozess, der unter anderem eine große Be-
deutung für die embryonale Entwicklung [264], die Gewebshomöostase und die Regulati-
on von Immunabwehrreaktionen hat [178]. Überflüssige sowie durch Mutationen oder In-
fektionen geschädigte bzw. den Organismus gefährdende Zellen werden dabei durch ge-
richtet ablaufende und in hohem Maße regulierte aktive intrazelluläre Reaktionsketten 
abgebaut und beseitigt. Dabei kommt es im Verlauf des apoptotischen Programms zu 
typischen, mikroskopisch sichtbaren morphologischen Veränderungen der Zelle, wie das 
Schrumpfen von Zytoplasma und Zellkern, Kondensation des Chromatins, Zerstörung von 
Zellorganellen, Adhäsionsverlust, Bildung von Membranausstülpungen („membrane bleb-
bing“) und schließlich Abschnürung kleiner Vesikel von der Zelloberfläche. Diese als „a-
poptotic bodies“ bezeichneten membranumhüllten Strukturen werden anschließend unmit-
telbar von Makrophagen oder benachbarten Zellen phagozytiert, wodurch eine Entzün-
dungsreaktion des Immunsystems im umliegenden Gewebe eingeschränkt wird. Moleku-
larbiologisch können zudem veränderte Enzymaktivitäten, Prozessierungen von Proteinen 
und eine starke Fragmentierung der DNA („DNA laddering“) nachgewiesen werden [245]. 
Auslösende Stimuli für die Induktion einer Apoptosekaskade können u. a. verschiedene 
Zytokine, Chemikalien, Oxidantien, ein Mangel an Wachstumsfaktoren oder eine Virusin-
fektion sein. Eine Fehlregulation im apoptotischen Programm führt häufig zu verschie-
densten pathophysiologischen Symptomen. Dabei kann sich eine insuffiziente Apoptose-
funktion als Krebs- oder Autoimmunerkankung manifestieren und eine erhöhte Anfälligkeit 
für virale und persistierende Infektionen hervorrufen. Kommt es dagegen zu einer über-
mäßigen Apoptose, treten akute und chronische neurodegenerative Erkrankungen wie 
Alzheimer, Parkinson oder Chorea major sowie Immundefizienz (z. B. AIDS), Herzversa-
gen oder Infertilität auf [108, 328].  
Abzugrenzen ist die Apoptose von der Nekrose [84]. Diese passive Form des Zelltodes 




zungen der Zelle ausgelöst und ist durch Anschwellen der Zellen, irreversible Zerstörung 
der Organellen und Zellmembran, zufällige Degeneration der DNA, Vakuolen-Bildung und 
schließlich durch den unkontrollierten Austritt des Zellinhaltes gekennzeichnet. Aufgrund 
dessen entwickeln sich infolge nekrotischer Prozesse starke Entzündungsreaktionen und 
benachbarte Zellen werden zerstört.  
Eine weitere Form des Absterbens von Zellen ist der Zelltod durch Autophagozytose, wo-
bei der Abbau von Zellorganellen und Proteinen in großen doppelmembranumhüllten Au-
tophagolysosomen stattfindet. Dieser programmierte Tod einer Zelle wird z. B. durch reak-
tive Sauerstoffspezies (ROS) ausgelöst [377] und ist aktuellen Studien zufolge von apop-
totischen und nekrotischen Prozessen abzugrenzen, da u. a. eine Beteiligung von Caspa-
sen bislang nicht nachgewiesen werden konnte [106, 199, 329, 342].  
 
2.4.1 Caspasen als zentrale Mediatoren der Apoptose 
Eine zentrale Stellung in allen apoptotischen Signalkaskaden nehmen die Caspasen 
(Casp) ein. Diese Cystein-abhängigen-Aspartat-spezifischen Proteasen besitzen zwei 
namensgebende Eigenschaften: Zum einen verwenden sie ein Cystein im aktiven Zent-
rum als nukleophile Gruppe und zum anderen spalten sie im jeweiligen Substrat Peptid-
bindungen C-terminal von Aspartat [3]. Synthetisiert werden sie als inaktive Zymogene 
bzw. Procaspasen bestehend aus einer N-terminalen Prodomäne, gefolgt von einer gro-
ßen (p20) und einer kleinen (p10) katalytischen Untereinheit [37, 276, 330]. Ausgehend 
von Funktion und Struktur der regulatorischen Prodomäne können die 14 bisher in Säuge-
tieren identifizierten Casp (Casp-11 und -12 nicht beim Menschen) in 3 Gruppen unterteilt 
werden. Während (i) die inflammatorischen Casp (Casp-1, -4, -5, -11, -12, -13 und -14) 
durch Spaltung innerhalb eines Inflammasoms eine Zytokinaktivierung induzieren können, 
sind die (ii) Initiator-Caspasen (Casp-2, -8, -9 und -10) und die (iii) Effektor-Caspasen 
(Casp-3, -6 und -7) für die Apoptose von Bedeutung. Die durch große Prodomänen mit 
DED- („death effector domain“ [Casp-8 und -10]) oder CARD- („caspase activation and 
recruitment domain“ [Casp-2 und -9]) Motiven gekennzeichneten Initiator-Caspasen liegen 
als Proenzyme zunächst in monomerer inaktiver Form vor und di- oder oligomerisieren 
erst nach der Induktion der Apoptose (siehe 2.4.2), wobei sie autokatalytisch aktiviert 
werden [22, 68, 267]. Dabei interagieren die DED- oder CARD-Motive mit homologen 
Domänen verschiedenster Adapterproteine, die sich zusammen zu aktiven Multiprotein-
komplexen verbinden (z. B. DISC oder Apoptosom). Im Gegensatz zu dieser Aktivierung 
durch Di- oder Oligomerisation können die Effektor-Caspasen, welche durch kurze Pro-
domänen gekennzeichnet sind, nur durch eine Initiator-Caspase-vermittelte Prozessie-




Proteinen durch die aktiven Effektor-Caspasen statt, was zum eigentlichen Abbau der 
DNA und der gesamten Zelle führt. Eine experimentelle Untersuchung von Zellextrakten 
belegte jedoch, dass die Casp-3, -6 und -7 in ihrer Funktion nicht redundant sind, da der 
Großteil der Substratspaltungen durch die aktive Casp-3 vorgenommen wird [307]. Diese 
Substrate, von denen bereits mehr als 100 identifiziert wurden, können ausgehend von 
ihrer Funktion in der Zelle in 8 Gruppen eingeteilt werden (Tab. 1) [37].  
 
Tab. 1: Caspase-Substrate. Ausgehend von ihrer Funktion in der Zelle können die verschiedenen 
Caspase-Substrate in 8 Gruppen unterteilt werden. 
 
 Caspase-Substrat-Gruppen Beispiele 
(1) Mediatoren und Regulatoren der Apoptose Bcl-2, Bid, IAP, Procaspasen 
(2) Zytosketett- und Kernmatrixproteine Aktin, β-Catenin, Keratin 18/19 
(3) Zellzyklus-Regulatoren Cyclin D1, p21, p27 
(4) Mediatoren/Regulatoren des DNA-Metabolismus PARP, Topoisomerse 1, DFF 
(5) Proteine neurodegenerativer Erkrankungen Ataxin-3, Huntingtin 
(6) Mediatoren/Regulatoren des RNA-Metabolismus eIF-2α 
(7) Signalmoleküle Akt/PKB, PKC, RasGAP 
(8) Transkriptionsfaktoren NFκ-B, HSF, STAT-1 
 
Eines der ersten Substrate, dessen Prozessierung im Zuge apoptotischer Prozesse be-
schrieben wurde, ist das DNA-Reparaturenzym Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP), 
dessen Aktivität, DNA-Brüche zu erkennen und die Reparatur dieser zu veranlassen, 
durch eine Effektor-Caspase-3-vermittelte Spaltung unterbunden wird [196, 327]. In Kom-
bination mit anderen DNA-degenerierenden Prozessen hat dies eine Fragmentierung der 
DNA und die mikroskopisch sichtbare Kondensation des Chromatins zur Folge. Die mor-
phologischen Veränderungen apoptotischer Zellen werden vor allem durch die Prozessie-
rung von Zytoskelett- und Kernmatrixproteinen hervorgerufen. 
Eine direkte Inhibition der Caspasen wird durch „inhibitor of apoptosis proteins“ (IAP), wie 
z. B. XIAP, c-IAP-1 und -2 vermittelt. Diese hoch konservierten und zuerst in Baculovirus 
identifizierten Proteine enthalten so genannte „baculovirus IAP repeats“ (BIR), welche in 
Kontakt mit den Caspasen treten. Am einflussreichsten unter den IAPs ist dabei XIAP, 
welches in der Lage ist, die Casp-3, -7 und -9 direkt zu inhibieren [34, 72, 148, 269]. Eine 
Inaktivierung dieser zellulären Caspase-Inhibitoren ist durch die Effektorproteine Di-
ablo/Smac („second mitochondria-derived activator of caspases“) und Omi/HtrA2 möglich, 
die während der intrinsischen Apoptoseinduktion aus dem Intermembranraum der Mito-




2.4.2 Wege der Apoptose-Induktion 
Die Induktion apoptotischer Signalkaskaden und somit die Aktivierung der Initiator-
Caspasen kann zum einen Rezeptor- und zum anderen mitochondrial-vermittelt ablaufen. 
 A: Extrinsischer, Rezeptor-vermittelter Apoptose-Weg 
Auslösendes Signal bei diesem Weg des programmierten Zelltodes ist die Bindung eines 
homotrimeren Liganden wie Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), „tumor necrosis factor rela-
ted apoptosis inducing ligand“ (TRAIL) oder Fas-Ligand an den extrazellulären Bereich 
eines entsprechenden transmembranalen „Todesrezeptors“. Diese Oberflächenmoleküle 
der TNF-Rezeptor-Familie, zu denen z. B. CD95 („Fas“), TNF-Rezeptor-1 oder TRAIL-
Rezeptor1/2 zählen, weisen eine intrazelluläre „Todesdomäne“ (DD = „death domain“) 
auf, welche selbst keine katalytischen Eigenschaften besitzt [309, 326]. Die Interaktion mit 
dem Ligand führt zur Trimerisierung der Rezeptoren auf der Zelloberfläche, was intrazellu-
lär eine Assoziation der DD verursacht [12]. Dies ermöglicht die Bindung von zytosoli-
schen Adapterproteinen wie „Fas-associated death domain protein“ (FADD) oder „TNF 
receptor-associated death domain protein“ (TRADD), die ebenfalls DD aufweisen [163]. 
FADD rekrutiert anschließend die Procaspase-8 über dessen N-terminale „death effector 
domain“ (DED), was zur Bildung des „death-inducing signalling complex“ (DISC) führt. 
Infolge der Dimerisierung der Prosapase-8 im DISC und deren Umwandlung zur aktiven 
Casp-8 werden die DED katalytisch entfernt und die Initiator-Caspase wird ins Zytosol 
entlassen, wo sie durch die Spaltung anderer Caspasen und Substrate die Apoptose-
kaskade einleitet [1, 9, 22, 36]. Über diesen Todesrezeptor-vermittelten Weg können auch 
die Initiator-Caspasen-10 und -2 aktiviert werden [2, 69, 182, 352]. 
B: Intrinsischer, mitochondrial-vermittelter Apoptose-Weg 
Entsteht ein Mangel an Wachstumsfaktoren oder treten DNA-Schädigungen (u. a.) auf, 
werden im Inneren der Zellen apoptotische Prozesse induziert, bei denen membranum-
hüllte Zellorganellen wie das ER, der Golgi Apparat (GA) oder Lysosomen jedoch in erster 
Linie die Mitochondrien von Bedeutung sind. Dabei findet zwischen den Organellen ein 
Signalaustausch statt, der letztlich eine gemeinsame Apoptosekaskade auslöst. Das zent-
rale Ereignis, welches durch unterschiedliche Faktoren, Proteine oder auch perforierende 
Chemikalien ausgelöst werden kann, ist die Permeabilisierung der äußeren Mitochond-
rienmembran, infolge derer eine Freisetzung verschiedener Proteine wie Diablo/Smac, 
Omi/HtrA2 oder Cytochrom C aus dem mitochondrialen Intermembranraum stattfindet. 
Während erstere IAPs inaktivieren (siehe 2.4.1), assoziiert Cytochrom C im Zytoplasma 
mit mehreren „apoptotic protease activating factor-1“-Molekülen (Apaf-1) zu einer radför-
migen Signalplattform − dem Apoptosom [210, 387]. Apaf-1 rekrutiert durch seine „caspa-




Dimerisierung und Aktivierung dieser Casp kommt. Anschließend leitet die Casp-9 durch 
die Spaltung der Casp-3, -6 und -7 die Apoptosekaskade ein [355]. Zudem werden auch 
andere Proteine, wie der „apoptosis inducing factor“ (AIF) und die Endonuklease G, aus 
dem Intermembranraum der Mitochondrien freigesetzt. Diese wandern in den Kern und 
vermitteln gemeinsam die Fragmentierung und Degeneration der DNA [203, 313, 314].  
Basierend auf der Induktion des mitochondrialen Weges werden zwei Arten von Zellen 
unterschieden. Bei Typ-I-Zellen ist die Aktivierung der Casp-8 im DISC ausreichend für 
das Auslösen der Casp-3-vermittelten Apoptosekasekade. Zellen des Typs II rekrutieren 
dagegen zu wenig FADD- und Casp-8-Moleküle zum DISC und sind so bei der Initiation 
der Apoptose auf eine Amplifikation des Signals über den intrinsischen Weg angewiesen 
[279]. Dazu spaltet die vorhandene Casp-8 das zytosolische Protein Bid der Bcl-2-Familie 
zu tBid (siehe 2.4.3). Diese prozessierte Form wird anschließend zu den Mitochondrien 
transportiert und löst dort die Permeabilisierung der Außenmembran und schließlich die 
Bildung des Apoptosoms aus [202, 215]. Somit erfolgt die Aktivierung der Casp-9, die 
nachfolgend die Pro-Effektor-Caspase 3 prozessiert. Die Casp-3-vermittelte Spaltung der 
Casp-8 schließt dann diese Amplifikationsschleife [325, 364]. Während dementsprechend 
in Typ-II-Zellen eine Inhibierung der Apoptose durch eine Bcl-2-Überexpression möglich 
ist, können Zellen des Typs I unter diesen Bedingungen weiterhin apoptotische Prozesse 
initiieren [60].  
 
2.4.3 Kontrolle und Regulation der Apoptose 
Die Regulation des extrinsischen Apoptosewegs kann zum einen durch so genannte „de-
coy“-Rezeptoren vermittelt werden, die in Konkurrenz zu den Todesrezeptoren die glei-
chen Liganden binden, jedoch eine Weiterleitung des Signals ins Innere der Zelle nicht 
ermöglichen. Zum anderen übt das Casp-8-homologe Protein cFLIP („cellular caspase-8 
[FLICE]-like inhibitory protein“) eine blockierende Funktion aus. Es existiert in 2 verschie-
denen Spleißformen (cFLIPS/cFLIPL), die beide durch eine Bindung an FADD die Rekru-
tierung der Casp-8 zum DISC inhibieren [341]. cFLIPL ist zusätzlich in der Lage, mit Casp-
8-Molekülen Heterodimere zu bilden, was ebenfalls eine unzureichende Aktivierung der 
Procaspase sowie die Rekrutierung der Adaptermoleküle RIP und TRAF2 („TNF receptor 
associated factor 2“) und die Aktivierung von NFκ-B zur Folge hat. 
Die Permeabilisierung der äußeren mitochondrialen Membran wird durch Proteine der 
Bcl-2-Familie reguliert, die sowohl pro- als auch anti-apoptotisch wirkende Mitglieder auf-
weist [193, 290]. Diese Proteine bilden über ihre BH-Domänen („Bcl-2 homology domain“) 
Homo- und Heterodimere und lösen je nach vorliegender Menge und Lokalisierung der 




nen (BH1-4) kann diese Proteinfamilie in 3 Subklassen unterteilt werden. (i) Die in der 
Außenmembran der Mitochondrien lokalisierten, anti-apoptotisch wirkenden Mitglieder der 
ersten Gruppe wie Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, A1 oder Boo/Diva weisen alle vier BH-Domänen 
auf und inhibieren die pro-apoptotischen Bax/Bak-Proteine. (ii) Diese gehören zusammen 
mit Bok zur zweiten Gruppe − den Multi-Domän-Proteinen und besitzen die BH-Domänen 
1-3. Infolge einer apoptotischen Stimulation wandert das sonst monomere Bax zu den 
Mitochondrien und inseriert als Homooligomer in deren äußere Membran. Das bereits dort 
lokalisierte Bak oligomerisiert ebenfalls, und eine Permeabilisierung findet statt [146, 147, 
357]. Die dabei zugrunde liegenden Mechanismen sind allerdings nicht vollständig aufge-
klärt [380]. (iii) Die Vertreter der dritten Subklasse der Bcl-2-Familie, wie Bid, Bad, Bik, 
Puma oder Noxa, werden aufgrund einer einzigen vorhandenen BH3-Domäne als „BH3-
only“-Proteine bezeichnet. Sie nehmen eine übergeordnete Position während der Regula-
tion der Membranpermeabilisierung ein und können eine Inaktivierung der anti-
apoptotischen Proteine, ein Aktivierung der pro-apoptotischen Bax/Bak Proteine oder bei-
de Mechanismen initiieren [1]. Zudem wird ihre Aktivität sowohl auf Transkriptions- als 
auch auf posttranslationaler Ebene stark reguliert. Generell wird angenommen, dass je 
nach Typ des apoptotischen Stimulus entweder ein einzelnes oder eine bestimmte Kom-
bination aus verschiedenen „BH3-only“-Proteinen aktiviert wird und anschließend eine 
indirekte oder direkte Aktivierung von Bax/Bak erfolgt [365]. 
 
2.4.4 Beeinflussung apoptotischer Prozesse durch CVB3 
Wie andere Vertreter des Genus Enterovirus (z. B. Polivirus oder Enterovirus 71) ist auch 
CVB3 in der Lage, durch die Manipulation verschiedener Signalwege sowie durch die 
Aktivität einzelner Virusproteine Apoptose zu induzieren. Im murinen Modell sind apopto-
tische Zellen nach einer CVB3-Infektion sowohl im Herz [99, 129, 132, 172, 277] als auch 
im ZNS [86] nachweisbar, und auch im Herzgewebe von Patienten mit Myokarditis oder 
DMC wurden apoptosebedingte Zellschädigungen beobachtet [4, 253, 294, 336]. Eine 
Behandlung CVB3-infizierter Mäuse mit einem Wirkstoff (WIN 54954), welcher frühe pi-
cornavirale Replikationsschritte inhibiert, hatte nicht nur eine drastische Senkung der Vi-
ruslast im Myokard, sondern auch eine Reduktion der Anzahl apoptotischer Kardiomyozy-
ten zur Folge [90, 194]. Zudem belegen zahlreiche In vitro-Studien eine CVB3-vermittelte 
Apoptoseinduktion. So zeigten Carthy et al. (1998), dass nach einer CVB3-Infektion die 
Pro-Caspase-3 in HeLa-Zellen aktiviert wird und nachfolgend die Spaltung spezifischer 
Substrate wie PARP und DFF („DNA fragmentation factor“) stattfindet. Dadurch werden 
DNA-Reperaturmechanismen inhibiert und die Fragmentierung der DNA initiiert. Ein Zu-




dings nicht festgestellt werden [30]. Weiterführende Untersuchungen bestätigten diese 
Beobachtungen und belegen zusätzlich die Prozessierung der Caspasen-8, -9, -6 und -7 
sowie die Freisetzung von Cytochrom C. Zudem inhibierte eine Expression der anti-
apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL diese CVB3-induzierte Apoptoseprozesse. Wäh-
rend zusätzlich die Freisetzung reifer Viruspartikel gehemmt war, was zu erhöhten intra-
zellulären Viruskonzentrationen führte, hatte die Expression der beiden Proteine keinen 
Einfluss auf die coxsackieviralen Replikationsvorgänge [31]. Auch die Untersuchungen 
von Martin et al. (2007) bestätigten die Bedeutung der Apoptoseinduktion über den intrin-
sischen Weg für die CVB3-Vermehrung, da eine Behandlung CVB3-infizierter humaner 
293-Zellen mit dem Pan-Caspase-Inhibitor Q-VD-OPH sowohl die verzögerte Translokati-
on von Cytochrom C aus den Mitochondrien ins Zytosol als auch eine Inhibierung der Vi-
rusreplikation und insbesondere der Virusfreisetzung bewirkte [219].  
Weiterhin führt die CVB3-vermittelte Manipulation verschiedener zellulärer Signalwege 
zum programmierten Zelltod. So erfolgt nach einer CVB3-Infektion von HeLa-Zellen die 
Aktivierung der Stresskinase JNK („c-Jun N-terminal kinase“) und eine daraus resultieren-
de verstärkte Expression des Cyr61-Proteins, welches die virale Vermehrung begünstigt 
und gleichzeitig Apoptose induziert [181]. Zudem konnte gezeigt werden, dass CVB3 in 
HeLa-Zellen zu Beginn der Infektion eine erhöhte Aktivität der Glykogen-Synthase-Kinase 
3β (GSK3β) durch deren Phosphorylierung über einen Tyrosin-Kinase-abhängigen Weg 
bewirkt [378]. Die aktive GSK3β phosphoryliert daraufhin das zytosolische Protein β-
Catenin, das dann verstärkt ubiquitinyliert und im Proteasom degeneriert wird [121]. Diese 
Fehlregulation der β-Catenin-Funktion, welche eine Stabilisierung des Zytoskeletts und 
Transkription anti-apoptotischer Gene bewirkt, trägt anschließend maßgeblich zur Ausbil-
dung des CVB3-bedingten ZPEs und zur Apoptoseinduktion bei [378].  
Auch der direkte Einfluss von CVB3-Proteinen auf die Apoptose wurde in verschiedenen 
Studien belegt. So induziert eine Expression der Proteasen 2Apro und 3Cpro in HeLa-Zellen 
direkt den apoptotischen Zelltod über eine Casp-8-vermittelte Spaltung der Casp-3. Zum 
anderen bewirken beide Proteine die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochond-
rien und die Aktivierung der Casp-9 über den intrinsischen Apoptose-Weg [39]. Während 
dabei die 3Cpro eine Steigerung der Bax-Expression und die Prozessierung von Bid be-
wirkt, induziert 2Apro nur letztere Spaltung. Ein anderer Mechanismus für eine Induktion 
der Apoptose wurde von Henke et al. (2000/2001) und Martin et al. (2004) sowohl in vitro 
als in vivo beschrieben. Dabei kommt es nach einer Infektion mit der CVB3-Variante H3 
[190] im infizierten Gewebe bzw. in infizierten 293-Zellen zu einer erhöhten Expression 
von zellulärem Siva. Dieses pro-apoptotische Protein interagiert dabei direkt und spezi-




führt. Ein an Position 165 mutiertes VP2 der Virusvariante (CVB3H310A1) war dagegen 
weder in der Lage, mit Siva zu interagieren noch Apoptose auszulösen. Zudem wurde 
eine verzögerte Virusausbreitung und veränderte inflammatorische Reaktion in vivo be-
schrieben [132, 134, 220]. Wie bei Poliovirus gibt es allerdings auch Belege für eine anti-
apoptotische Wirkung von viralen Proteinen. So wird die apoptose-induzierende Wirkung 
von Actinomycin D und Cycloheximid in CVB3-2B-exprimierenden HeLa-Zellen stark inhi-
biert, wobei es zu einer Hemmung der Caspasen und einer Verringerung der Ca2+-
Ionenkonzentration im ER und GA kommt. Dies hat eine Reduktion des Signalaustau-
sches zwischen den Zellorganellen und einen erhöhten Influx extrazellulären Kalziums zur 
Folge [28]. Mutanten, welche nicht in der Lage waren, die Ca2+-Ionenkonzentration zu 
senken, zeigten dagegen keine anti-apoptotischen Eigenschaften. Später postulierten van 
Kuppeveld et al. (2005) einen möglichen Wirkmechanismus, wobei jeweils mehrere 2B-
Moleküle Ionenporen in den Membranen von ER und GA bilden und so den Eflux von 
Kalzium verursachen [344].  
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3. MATERIAL UND METHODEN 
3.1 Zellbiologische Methoden 
3.1.1 Zellen und Zellkultivierung 
Für die durchgeführten molekularbiologischen und virologischen Arbeiten wurden die fol-
gende Zelllinien und primären Zellkulturen verwendet:  
 GMK-Zellen 
Nierenzellen der Afrikanischen Grünen Meerkatze („green monkey kidney“), adhären-
tes Wachstum mit epithelialer Morphologie; 
 Raji-Zellen 
Humane B-Lymphozyten, etabliert aus einem Burkitt-Lymphom, positiv für das Wild-
typ-EBV-Genom, Suspensionszellen;  
 
 Murine CD19+ B-Lymphozyten 
Aus Milzgewebe männlicher BALB/c-Mäuse mittels MACS isolierte primäre B-Zellen, 
Suspensionszellen;  
 Humane CD19+ B-Lymphozyten 
Aus Lymphozytenkonzentraten verschiedener Blutspender mittels MACS isolierte B-
Zellen, Suspensionszellen. 
 
Die Kultivierung aller Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO 2-Gehalt sowie 
einer Luftfeuchte von 95 % in den entsprechenden Kulturmedien. Da die aufgeführten 
primären Zellkulturen nicht zu Teilungsprozessen in der Lage sind, erfolgte eine Passage 
nur bei den immortalisierten Zelllinien. Dabei wurden die adhärent wachsenden Zellen 
mittels Trypsin von der Gefäßoberfläche abgelöst, in frischem Kulturmedium resuspen-
diert und ein Teil verworfen bzw. je nach Bedarf neu ausgesät. Suspensionszellen wurden 
durch das Dekandieren eines Teils der Kultur und Zugabe neuen Mediums passagiert. 
Um eine Lagerung einer Zellkultur über einen längeren Zeitraum und eine anschließend 
gute Vitalität der Zellen bei der Weiterkultivierung zu erreichen, war es nötig, eine Kryokul-
tur der Zelllinien anzulegen. Dafür wurde den resuspendierten Zellen 10 % DMSO zuge-
setzt, um sie zunächst bei -80 °C und später für ei ne längerfristige Lagerung in flüssigem 
Stickstoff (-170 °C) aufbewahren zu können. Für ein e spätere Weiterkultivierung erfolgte 
zunächst ein zügiges Auftauen der Kryokultur bei 37 °C und ein Zentrifugieren für 10 min 
bei 1000 U/min. Anschließend wurde das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert 
und, zur weiteren Kultivierung im Brutschrank, ausgesät. 
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 Medium für GMK-Zellen: DMEM-Medium [„Dulbecco´s modified Eagle´s medium“ 
(Lonza) inklusive 4,5 g/l Glukose, L-Glutamin] mit Zusatz von 10 % fetalem Kälberse-
rum (PAA, inaktiviert bei 56 °C für 30 min); 1 % Na HCO3; 5 ml L-Glutamin [Lonza 
(200 mM in 0,85 % NaCl)]; 100 U/ml Penicillin/100 µg/ml Streptomycin [Lonza PEN-
STREP (10000 U/ml Penicillin, 10000 U/ml Streptomycin)] 
 Medium für Raji-Zellen: RPMI 1640-Medium [„Roswell Park Memorial Institute“ (Lon-
za) inklusive L-Glutamin] mit Zusatz von 12 % fetalem Kälberserum; 5 ml L-Glutamin 
[Lonza (200 mM in 0,85 % NaCl)]; 100 U/ml Penicillin/100 µg/ml Streptomycin 
 Medium für primäre B-Lymphozyten: RPMI 1640-Medium [„Roswell Park Memorial 
Institute“ (Cambrex) inklusive 25 mM HEPES, L-Glutamin] mit Zusatz von 10 % feta-
lem Kälberserum; 100 U/ml Penicillin/100 µg/ml Streptomycin 
 PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM Na2HPO4; 1,47 mM KH2PO4; pH 7,4 
 Trypsinlösung: PBS mit 0,4 % Trypsin (Biochrom, zur Zellzucht geeignet), 0,1 % 
Chelaplex III und 100 U/ml Penicillin/100 µg/ml Streptomycin 
 
3.1.2 Präparation von Einzelzellsuspensionen aus murinem Milzgewebe 
Nach aseptischer Entnahme des Organs wurden die Milzen bzw. Milzstücke der Tiere 
einer Versuchsgruppe gepoolt und sofort in FKS-haltigem RPMI-Medium auf Eis gelagert. 
Mittels eines Glas-Homogenisators erfolgte anschließend durch dreimaliges Auf- und Ab-
bewegen des Kolbens die mechanische Auflösung der Gewebestruktur, wobei die her-
ausgelösten Lymphozyten intakt blieben. Nach Zentrifugation der entstandenen Einzel-
zellsuspension (5 min, 3600 U/min, 4 °C) und Verwer fen des überstehenden Mediums 
bewirkte die Zugabe von 0,83 %igem Ammoniumchlorid (1 ml/Milz, RT) eine Lyse der 
Erythrozyten. Um ein unerwünschtes Platzen der isolierten Lymphozyten zu unterbinden, 
wurde der Prozess nach 2,5 min durch die Zugabe von frischem FKS-haltigem RPMI-
Medium gestoppt und das Zellpellet vom Überstand durch erneutes Zentrifugieren (5 min, 
3600 U/min, 4 °C) getrennt. Anschließend wurden die  Zellen in einer der Zellzahl ange-
passten Menge an kaltem MACS-Puffer resuspendiert (siehe 3.1.4.1) und über einen Pre-
Separations-Filter gegeben, der sowohl Zellklumpen als auch Reste des Milzgewebes 
entfernte, so dass eine reine Einzelzellsuspension aus Milzlymphozyten zur weiteren Ver-
arbeitung zur Verfügung stand.  
 MACS-Puffer: 2 mM EDTA und 0,5 % BSA in PBS, steril filtriert 
 Ammoniumchlorid-Lösung.: 0,83 % NH4Cl, steril filtriert 
 Pre-Separations-Filter: Maschendurchmesser: 30 µm (Miltenyi Biotec)  
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3.1.3 Isolation humaner mononukleärer Zellen aus peripherem Blut  
Die verwendeten Lymphozytenkonzentrate („Buffy Coats“) entstammten jeweils verschie-
denen, gesunden Spendern und wurden vom Institut für Transfusionsmedizin des Univer-
sitätsklinikums der FSU Jena zur Verfügung gestellt, wo sie einen Tag vor Verwendung 
aus heparinisierten Vollblutkonserven durch Entfernung des Plasmas hergestellt wurden. 
Um aus der viskösen Zellmasse eine liquide Zellsuspension herzustellen, wurde diese 
zunächst im Verhältnis 3:1 mit PBS verdünnt. Zur Gewinnung der mononukleären Zellen 
des peripheren Blutes (PBMC = „peripheral blood mononuclear cells“), welche B-Zellen, 
Monozyten, NK-Zellen, T-Zellen und Thrombozyten umfassen, erfolgte anschließend eine 
Dichtegradienten-Zentrifugation. In 50 ml Schraubdeckelröhrchen wurden dafür 30 ml des 
verdünnten Bluts vorsichtig über 15 ml eines Sucrose-Polymers (Ficoll) geschichtet, so 
dass sich die zwei Lagen nicht vermischten. Durch die speziell eingestellte Dichte der 
Ficoll-Substanz und die unterschiedlichen Dichten der einzelnen Zellarten konnten wäh-
rend der folgenden isopyknischen Zentrifugation (30 min, 2000 U/min, RT, ohne Bremse) 
Erythrozytenaggregate und tote Zellen die Ficollschicht passieren und Granulozyten in 
diese Schicht eindringen, wohingegen sich die mononukleären Zellen zwischen Ficoll und 
Rest-Serum ansammelten (Abb. 4). Diese so genannte Interphase wurde anschließend 
vorsichtig abpipettiert und die enthaltenen Zellen zweimal mit PBS gewaschen (jeweils 
20 min, 2800 U/min, 4 °C, mit Bremse). Das entstand ene Zellpellet wurde dann in einer 
der Zellzahl angepassten Menge an kaltem MACS-Puffer resuspendiert (siehe 3.1.4.1) 
und über einen Pre-Separations-Filter gegeben. 
 Ficoll/Biocoll Separating Solution: Dichte: 1,077 g/ml (Biochrom) 






Abb. 4: Auftrennung eines humanen Lym-
phozytenkonzentrates mittels Dichtegradien-
ten-Zentrifugation. Ein mit PBS verdünntes 
Vollblutkonzentrat wurde auf eine Ficoll-Säule 
geschichtet und anschließend durch isopykni-
sche Zentrifugation in die verschiedenen Zell-
bestandteile aufgetrennt. Dabei gelangten die 
mononukleären Zellen (B-Zellen, Monozyten, 
NK-Zellen, T-Zellen, Thrombozyten) in die 
Grenzschicht (Interphase) zwischen Rest-
Serum und Ficoll, während Erythrozyten, Zell-
trümmer und Granulozyten die Ficoll-Schicht 
durchdrangen oder darin festgehalten wurden. 
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3.1.4 Magnetische Zellsortierung (MACS) 
Um aus frisch präparierten murinen Milzzellsuspensionen bzw. humanen PBMCs, 
CD19+ B-Lymphozyten zu isolieren, wurde ein magnetisches Zellsortierungssystem ver-
wendet (MACS = „Magnetic-Activated Cell Sorting“; Miltenyi Biotec GmbH). Dieses Sepa-
rationssystem bedient sich submikroskopisch kleiner (Durchmesser: ca. 50 nm), super-
paramagnetischer Partikel (MACS-MicroBeads), die an hochspezifische, monoklonale 
Antikörper gegen ein spezielles Zelloberflächenantigen, im vorliegenden Falle gegen den 
B-Zell-spezifischen Marker CD19, gekoppelt sind. Dabei haben diese MircoBeads keinen 
Einfluss auf Struktur-, Funktions- oder Aktivitätszustand der markierten Zellen. Bei der 
Passage durch eine mit ferromagnetischen Kügelchen bestückte Säule, die in ein perma-
nent starkes Magnetfeld eingebracht wird, werden markierte Zellen zurückgehalten, wäh-
rend Zellen, die das spezielle Antigen nicht exprimieren, die Säule ungehindert durchlau-
fen können (Positivselektion).  
 
3.1.4.1 Magnetische Markierung 
Im ersten Schritt wurde das zu trennende Zellgemisch auf eine Zellzahl von 107 Zellen pro 
90 µl MACS-Puffer eingestellt, mit 10 µl pro 107 Zellen eines MicroBead-gekoppelten Anti-
CD19-Antikörper (der jeweiligen Spezies entsprechend) versetzt und anschließend für 
15 min bei 8 °C im Dunkeln inkubiert. War eine Über prüfung der Sensitivität der Methode 
nötig, wurde dem Gemisch nachfolgend ein Fluoreszeinisothiocyanat- (FITC-) markierter 
Antikörper zugegeben (für 10 min bei 8 °C), der ebe nfalls alle CD19+ Zellen markierte. Die 
Auswertung erfolgte nach der Separation CD19+ Zellen fluoreszenzmikroskopisch. Durch 
Zugabe von MACS-Puffer (1 ml Puffer pro 107 Zellen) und anschließender Zentrifugation 
(15 min, 1000 U/min, 4 °C) wurde die Zellsuspension  dann von überschüssigen Antikör-
pern befreit. Das entstandene Pellet wurde in 500 µl pro 108 Zellen resuspendiert.  
 
3.1.4.2 Magnetische Sortierung 
Entsprechend der zur Verfügung stehenden Gesamtzellzahl wurden verschiedene Sepa-
rationssäulen unterschiedlicher Fassungskapazitäten ausgewählt (MS-Säulen: ≤ 2 x 108 
Zellen; LS-Säulen: ≤ 2 x 109 Zellen), ins Magnetfeld eines VarioMACS-Separators einge-
setzt und zunächst mit kaltem MACS-Puffer equilibriert (MS-Säulen: 500 µl; LS-Säulen: 
3 ml). Anschließend erfolgte dann die Zugabe der magnetisch markierten Zellsuspension. 
Während der folgenden Passage der Flüssigkeit hafteten markierte Zellen am Säulenma-
terial, wohingegen CD19- Zellen als negative Fraktion im Durchfluss aufgefangen wurden. 
Nach dreimaligem Waschen der Säule mit kaltem MACS-Puffer (MS-Säulen: je 500 µl; 
LS-Säulen: je 1 ml) wurde diese aus dem Magnetfeld entfernt und die selektierten CD19+ 
3. Material und Methoden 
 
32 
B-Lymphozyten durch Zugabe von frischem MACS-Puffer mittels eines Druckstempels 
eluiert (MS-Säulen: 1 ml; LS-Säulen: 5 ml). Die isolierten Zellen fanden entweder umge-
hend in experimentellen Versuchsabläufen Verwendung oder wurden über Nacht in FKS-
haltigem Kulturmedium bei 4 °C gelagert. 
 anti-CD19 MicroBeads (human/mouse) (Miltenyi Biotec) 
 Ratte-anti-Maus CD19-FITC: 1 µg/106 Zellen (Serotec) 
 Maus-anti-Humanes CD19-FITC: 1 µg/106 Zellen (EuroBioScience) 
 MS-/LS-Separationssäulen (Miltenyi Biotec) 
 VarioMACS-Seperator (Miltenyi Biotec) 
 
3.1.5 Durchflusszytometrie 
Um die Anzahl infizierter muriner CD19+ B-Zellen in Folge einer CVB3H3/EGFP-Infektion 
zu bestimmen, wurden diese 3 d p. i. unter Verwendung eines BD FACSAria mittels 
Durchflusszytometrie am Leibniz-Institut für Altersforschung − Fritz-Lipmann-Institut eV in 
Jena unter Anleitung von Prof. Dr. Falk Weih analysiert. Dabei erfolgte eine Detektion des 
viral gebildeten EGFP bei einer Wellenlänge von 488 nm. Nicht infizierte B-Zellen dienten 
dabei als Negativkontrolle. CVB3H3/EGFP-infizierte Raji-Zellen (Inkubationszeit: 24 h) 
wurden als EGFP-Fluoreszenz-Referenz herangezogen. Vor dieser Analyse erfolgte zu-
sätzlich eine Inaktivierung der infektiösen Viruspartikel durch eine Formalinbehandlung, 
wobei die Zellen zunächst pelletiert und dreimal mit PBS gewaschen wurden. Anschlie-
ßend wurden die Lymphozyten in Formalinlösung resuspendiert. Nach einer 60-minütigen 
Bestrahlung mit UV erfolgte ein weiterer Waschschritt mit PBS und die Aufnahme der Zel-
len in ausreichend FACS-Puffer. 
 Formalinlösung: 3 % in PBS 
 FACS (“fluorescence activated cell sorting”)-Puffer: 2 % FKS in PBS 
 
3.1.6 Vitalitätstest mittels Trypanblaufärbung  
Um den Vitalitätszustand der durch MACS-Technologie isolierten CD19+ B-Lymphozyten 
zu untersuchen, wurden die Zellen mit Trypanblau behandelt. Dieser saure Farbstoff 
dringt durch die defekte Zellmembran toter Zellen ins Zytosol und bindet dort als Anion an 
Proteine. Dadurch werden diese Zellen blau gefärbt, während lebende Zellen hell er-
scheinen. Die Lymphozytensuspensionen wurden im Verhältnis 2:1 mit Trypanblaulösung 
versetzt und für 5 min bei 37 °C inkubiert. Anschli eßend erfolgte eine lichtmikroskopische 
Analyse der Zellen. 
 Trypanblaulösung: 0,5 % Trypanblau in NaCl (0,9%-ig) 
 Lichtmikroskop: Carl Zeiss Jena: „TELAVAL3“ 




Für die Untersuchungen zur Antikörper-vermittelten Aufnahme von CVB3 in CD19+ B-
Lymphozyten wurden verschiedene aus Vollblut gewonnene (Zentrifugation: 15 min 
3000 U/min) Seren verwendet (Tab. 2), welche CVB3-spezifische Antikörper enthielten. 
Die Bestimmung des jeweiligen Antikörpertiters erfolgte mittels Neutralisationstest (siehe 
3.2.5). Seren ohne virusspezifische Antikörper dienten als Kontrollen.  
 
      Tab. 2: Herkunft der für die Vorinkubation von CVB3H3 verwendeten Anti-Seren. 
Anti-CVB3-
Serum Herkunft 
murin Isolation aus Blut CVB3M2-infizierter C57BL/6-Mäuse (7 d p. i.) 
human Isolation aus Blut eines männlichen seropositiven Spenders 
 
 
3.1.8 Infektionsexperimente in vitro 
3.1.8.1 Vorinkubation von CVB3 mit CVB3-spezifischem Anti-Serum 
Je nach Versuchsansatz wurden 1 x 106 murine oder 5 x 105 humane CD19+ B-Lympho-
zyten bzw. Raji-Zellen mit vorbehandeltem CVB3H3 infiziert. Dafür wurde ein Volumen an 
Virussuspension, welches der 10-fachen Zellzahl/pro well, d. h. einer „multiplicity of infec-
tion“ (m.o.i.) von 10 entsprach, vor der Infektion im Verhältnis 1:1 mit einem verdünnten 
murinen (1:100) bzw. humanen (1:200) Anti-CVB3-Serum (siehe 3.1.7) versetzt und für 
1 h bei 37 °C vorinkubiert. Als Negativkontrolle di enten Virussuspensionen, die mit Seren 
ohne virusspezifische Antikörper behandelt worden waren. Anschließend wurde dieses 
Virus-Serum-Gemisch zu den B-Zellen gegeben. Sowohl das Einstellen der Zellsuspensi-
onen auf die gewünschte Zellzahl als auch die Verdünnung der Anti-Seren erfolgte dabei 
mit FKS-freiem RPMI (+HEPES). Die infizierten Zellen wurden bei 37 °C im Brutschrank 
inkubiert und zu den angegebenen Zeiten p. i. durch Zentrifugation pelletiert. Nach einem 
Waschschritt mit PBS wurden die Zellen in 150 µl Kulturmedium resuspendiert und bei 
-80 °C aufbewahrt. Die Bestimmung der auf diese Wei se separierten intrazellulären Vi-
rusmenge pro Probe erfolgte mittels TCID50-Test. Um eine Aufnahme der an Antikörper-
gekoppelte Viruspartikel auch auf Translationsebene zu untersuchen, wurden murine 
CD19+ B-Zellen mit CVB3H3/EGFP infiziert, welches wie oben beschrieben mit Anti-
CVB3- bzw. Kontroll-Serum vorbehandelt wurde. Nach einer Inkubationszeit (IKZ) von 20-
24 h und einem Waschschritt mit PBS erfolgte eine Proteinisolierung aus diesen Kulturen 
und anschließend eine EGFP-spezifische Western Blot-Analyse (siehe 3.4.14).  
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3.1.8.2 Vorinkubation von CVB3 mit behandeltem Anti-Serum 
Die Infektion der murinen CD19+ B-Zellen mit CVB3H3 sowie die Vorinkubation der Virus-
suspension mit Anti-CVB3-Serum erfolgten bei diesen Versuchsansätzen wie unter 
3.1.8.1 beschrieben. Zusätzlich wurde jedoch das verwendete Anti- bzw. Kontroll-Serum 
vor Zugabe zur Virussuspension, wie jeweils angegeben, mit verschiedenen Substanzen 
vorbehandelt oder verdünnt. Auch hier erfolgte sowohl das Einstellen der Zellsuspensio-
nen auf die gewünschte Zellzahl als auch die Verdünnung der Anti-Seren mit FKS-freiem 
RPMI (+HEPES). Die infizierten Zellen wurden anschließend bei 37 °C im Brutschrank 
inkubiert und 2 h nach der Infektion pelletiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden 
die Zellen in 150 µl Kulturmedium resuspendiert und bei -80 °C aufbewahrt. Die Bestim-
mung der auf diese Weise separierten intrazellulären Virusmenge pro Probe erfolgte mit-
tels TCID50-Test. 
 Protein A: Stammlösung 1 mg/ml (steril filtriert), Endkonzentration 200 µg/ml (Sigma), 
IKZ: 30 min RT 
 EGTA (Ethylenglycoltetraacetat): Stammlösung 0,5 M (steril filtriert), Endkonzentra-
tion 10 mM, IKZ: 30 min RT 
 EDTA (Ethylendiamintetraacetat): Stammlösung 0,5 M (steril filtriert), Endkonzentra-
tion 10 mM, IKZ: 30 min RT 
 MgCl2 (Magnesiumchlorid): Stammlösung 1 M (steril filtriert), Endkonzentrati-
on 7 mM, in Kombination mit EGTA eingesetzt IKZ: 30 min RT 
 
3.1.8.3 Blockierung zellulärer Fcγ-Rezeptoren 
Um die Bindung der Fc-Teile von Antikörpern an die Fcγ-Rezeptoren auf der Oberfläche 
muriner CD19+ B-Lymphozyten zu unterbinden, wurden diese entweder mit einem FITC-
gekoppelten anti-CD32/CD16-Antikörpern in den angegebenen Konzentrationen pro 106
 
Zellen (IKZ: 90 min bei 37 °C) oder mit einem komme rziell erhältlichen Fc-Blockierungs-
reagenz (IKZ: 10 min bei 4 °C) versetzt und inkubie rt. Nach einem anschließenden 
Waschschritt mit PBS erfolgte dann die Infektion der Zellen mit Anti- bzw. Kontroll-Serum-
vorinkubiertem CVB3H3 (m.o.i. 10) wie unter 3.1.8.1 beschrieben. Weiterhin wurde die 
Bindung FITC-markierter anti-CD32/CD16-Antikörper an die Oberfläche muriner CD19+ B-
Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie überprüft. Die infizierten Zellen wurden anschlie-
ßend bei 37 °C im Brutschrank inkubiert und 2 h nac h der Infektion pelletiert. Nach einem 
Waschschritt mit PBS wurden die Zellen in 150 µl Kulturmedium resuspendiert und bei 
-80 °C aufbewahrt. Die Bestimmung der intrazellulär en Virusmenge pro Probe erfolgte 
mittels TCID50-Test. Auch die mit unterschiedlichen Konzentrationen an anti-CD32/CD16-
Antikörper behandelten CD19+ B-Zellen wurden mit vorbehandeltem CVB3H3/EGFP infi-
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ziert und für 3 d inkubiert. Anschließend erfolgte nach einem Waschschritt mit PBS eine 
Proteinisolierung aus diesen Kulturen und eine anschließende EGFP-spezifische Western 
Blot-Analyse (siehe 3.4.14). 
 Ratte-anti-Maus CD32/CD16-FITC: Klon 93, Endkonzentration 0,5-5 µg/106 Zellen 
(eBioscience USA bzw. NatuTec Deutschland) 
 FcR Blocking Reagent (mouse) (Miltenyi Biotec) 
 
3.1.8.4 In vitro-Applikation von Pan-Caspase-Inhibitoren 
Für die Blockierung der zellulären Caspasen wurden 1 x 106/100 µl murine oder 
5 x 105/100 µl humane CD19+ B-Lymphozyten bzw. Raji-Zellen mit CVB3H3 (m.o.i. jeweils 
angegeben) infiziert und zeitgleich mit einem von zwei irreversiblen zellpermeablen Pan-
Caspase-Inhibitoren (je 200 µM) − Z-VAD-FMK oder Q-VD-OPH − behandelt. Kontrollkul-
turen erhielten gleiche Volumina an DMSO. Nach einer Inkubation der Zellen bei 37 °C 
erfolgte zu den angegebenen Zeiten p. i. die Probennahme, wobei für eine Bestimmung 
der intra- und extrazellulären Virustiter die Zellen durch Zentrifugation vom Kulturüber-
stand getrennt wurden. Nach dem Waschen der Pellets mit PBS wurden diese in je 100 µl 
Medium aufgenommen. Beide virushaltigen Suspensionen wurden bei -80 °C aufbewahrt. 
Die Bestimmung der Virustiter erfolgte anschließend mittels TCID50-Test. 
Um die Wirkung dieser Caspase-Inhibitoren auf die virale Translation zu überprüfen, wur-
den die verschiedenen Zellen mit CVB3H3/EGFP (m.o.i. 2,5) infiziert und gleichzeitig mit 
einer der beiden Substanzen behandelt. Während die Expression von EGFP in infizierten 
humanen Raji-Zellen (+ je 200 µM Inhibitor) mittels Fluoreszenzmikroskopie verfolgt wer-
den konnte (siehe 3.1.10), wurde aus infizierten CD19+ B-Lymphozyten, die über einen 
Zeitraum von 3 d aller 12 h mit je 50 µM Inhibitor behandelt worden waren, Protein isoliert 
und die entstandenen Mengen an EGFP mittels Western Blot-Analyse untersucht (siehe 
3.4.14).  
 Z-VAD-FMK (Benzyloxycarbonyl-Valin-Alanin-Aspartat-(O-methylated)-fluorome-
thylketon): Stammlösung 80 mM gelöst in DMSO, Endkonzentration 200 µM bzw. 
50 µM (R&D Systems bzw. MP Biomedicals) 
 Q-VD-OPH (Quinoline-Valin-Aspartat-(non-O-methylated)-CH2-difluorophenoxy-
methylketon): Stammlösung 80 mM gelöst in DMSO, Endkonzentration 200 µM bzw. 
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3.1.9 LPS-Stimulation CD19+ B-Zellen und WST-1-Proliferations-Assay 
Um die mittels MACS-Technologie isolierten murinen und humanen CD19+ B-Zellen zur 
Proliferation anzuregen bzw. zu aktivieren, wurde den Kulturen (48-well-Zellkulturplatten, 
1 x 106 Zellen/400 µl) bakterielles Lipopolysaccharid (LPS) in einer Konzentration von 
5 µg/ml zugesetzt. Kontrollkulturen blieben unbehandelt.  
Zur Überprüfung einer erfolgreichen Stimulation wurden parallel CD19+ B-Zellen in 96-well 
Zellkulturplatten (1 x 106 Zellen/200 µl) kultiviert und in gleicher Weise behandelt. Die Be-
stimmung der Stoffwechselaktivität erfolgte mit Hilfe eines kommerziell erhältlichen colo-
rimetrischen Testssystems, dessen Prinzip auf der Umsetzung des farblosen Tetrazolium-
Salzes WST-1 (4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfo-
nat) in ein farbiges Formazan durch mitochondriale Dehydrogenasen metabolisch aktiver 
Zellen beruht. Dabei korreliert die Menge an entstandenem Formazan direkt mit der An-
zahl vitaler Zellen bzw. mit der Stoffwechselaktivität der untersuchten Zellkultur.  
Zu den angegebenen Zeiten nach LPS-Zugabe wurde jede Kultur (in Triplikaten) mit 20 µl 
(1/10) WST-1-Reagenz versetzt und bei 37 °C im Brut schrank inkubiert. Da in Abhängig-
keit vom Kulturmedium eine spontane Umsetzung von WST-1 auftreten kann, wurde drei 
zusätzlichen, mit 200 µl RPMI (+ HEPES/+ FKS) befüllten wells, die gleiche Menge an 
WST-1-Reagenz zugesetzt. Im Abstand von einer Stunde bis zu 4 h-12 h nach WST-1-
Zugabe wurde die Intensität der Färbung in den einzelnen Testkulturen durch eine Mes-
sung der Absorption bei 450 nm mit Hilfe eines Plattenphotometers („Mikroplate Reader 
Dynatech MR5000“) bestimmt. Die gemessenen OD-Werte (Hintergrundabsorption) Me-
dium-befüllter wells wurden jeweils gemittelt und später von den für die in LPS- und Kon-
trollkulturen gemessenen Absorptionen abgezogen.  
 LPS: aus E. coli Serotyp 0111:B4, Stammlösung: 1 mg/ml, steril filtriert (Fluka) 
 Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche) 
 
Die Infektion stimulierter und unbehandelter CD19+ B-Lymphozyten mit CVB3H3 (m.o.i. 
10) erfolgte 24 h nach der Zugabe von LPS. Unmittelbar nach der Infektion (= 0 h p. i.) 
sowie zu den angegebenen Zeiten p. i. wurden die Zellen (3 unabhängigen Kulturen pro 
Gruppe) durch Zentrifugation (short spin) vom Überstand getrennt, das Pellet mit PBS 
gewaschen und in 150 µl frischem Medium bei -80 °C eingefroren. Die Bestimmung der 
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3.1.10 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen 
Die Detektion von viral gebildetem EGFP in CVB3-infizierten Raji-Zellen sowie von Anti-
körper-gekoppeltem FITC erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie, wobei die Zellen zu 
den angegebenen Zeiten p. i. durch Zentrifugation zunächst pelletiert und anschließend in 
einem geringen Volumen Kulturmedium aufgenommen wurden. Nach dem Überführen 
dieser Suspension auf Objektträger und Aufsetzen eines Deckgläschens erfolgte eine 
Analyse mit dem „Axioskop 2 MOT“ (Zeiss) und die Aufnahme von fluoreszenzmikrosko-
pischen Bildern mit Hilfe einer „AxioCam color“ in Verbindung mit der „AxioVision 3.1“-
Software.  
 
3.2 Virologische Methoden 
3.2.1 Virusstämme 
In der vorliegenden Arbeit wurden Coxsackieviren B3 vom Stamm „Nancy“ verwendet, die 
nach Transfektion von GMK-Zellen mit entsprechender Plasmid-kodierter cDNA isoliert 
werden konnten: 
  CVB3H3   (Variante Woodruff [190]) 
CVB3H3/EGFP  (Variante Woodruff/Kandolf [85, 308]) 
  CVB3M2   ([206]) 
 
3.2.2 Virusvermehrung 
Für die Vermehrung der Viren wurde der vollständig geschlossene und etwa 2-3 Tage alte 
GMK-Zellrasen einer 175 cm2 Kulturflasche mit Virus, verdünnt in einem geringen Medi-
umvolumen, infiziert. Um eine hohe Adhäsionsrate der Virionen zu ermöglichen, erfolgte 
dazu eine 45-minütige Inkubation bei 37 °C, wobei e in regelmäßiges Schwenken der Kul-
tur ein Austrocknen des Zellrasens verhinderte. Anschließend wurde frisches Medium 
zugegeben und die Kultur so lange im Brutschrank kultiviert bis diese einen deutlichen 
ZPE aufwies. Die Ernte der Viren aus den Zellen erfolgte durch dreimaliges Einfrieren 
(-80 °C) und Auftauen der Kulturflasche. Nach Zentr ifugation (10 min, 5000 U/min) wurde 




Um die Anzahl infektiöser Viruspartikel pro Volumeneinheit einer Probe zu bestimmen, 
wurde ein definiertes Volumen (333 µl) unterschiedlicher Verdünnungsstufen (logarithmi-
sche Verdünnungsreihe; Basis 10) dieser Suspension auf konfluente GMK-Zellkulturen 
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(6-well Zellkulturplatten) aufgetragen und im Brutschrank unter regelmäßigem Schwenken 
inkubiert, um eine Adhäsion aller vorhandenen Viruspartikel zu ermöglichen. Nach 45 min 
wurde die Viruslösung entfernt und es erfolgte ein Überschichten der Zellkulturen mit ei-
ner Agar-enthaltenden Mediumschicht („overlay“), die ein vertikales Ausbreiten der Viren 
verhinderte. In den folgenden 3 Inkubationstagen bei 37 °C/5 % CO 2 bildeten sich gut 
voneinander trennbare virusbedingte Lysehöfe (Plaques), die durch ein Färben mit 
Kristallviotett-Formaldehyd sichtbar gemacht wurden. Da dieser Farbstoff die noch adhä-
renten Zellen violett färbt, waren die entstandenen Plaques nach Herausspülen der Farb-
lösung und der „overlays“ als helle, durchsichtige Bereiche zählbar, wobei die Menge der 
Plaques der Zahl infektiöser Einheiten („plaque forming units“ = pfu) entsprach. So ergab 
sich die Viruskonzentration der Suspension als pfu/ml aus Anzahl der Plaques pro well 
bezogen auf das eingesetzte Volumen und die jeweilige Verdünnungsstufe.  
 [pfu/ml] = Anzahl der Plaques/well x Verdünnungsstufe x 3 
 „overlay“ für Plaque-Test: doppelt konzentriertes MEM („Minimal Essential Medium 
Eagle“, Sigma # M0643; 47,95 g gelöst in 2,5 l destilliertem Wasser; steril filtriert) ver-
setzt mit 10 % fetalem Kälberserum und 100 U/ml Penicillin/100 µg/ml Streptomycin 
sowie mit 0,5 % Agar („Purified Agar“, DIFCO LABORATORIES; Stammlösung: 1 % in 
sterilem, destillierten Wasser), temperiert auf 42 °C 
 Kristallviolett-Formaldehyd-Lösung für Plaque-Test: 0,2 % Kristallviolett; 3,5 % 
Formaldehyd; 20 % Ethanol 
 
3.2.3.2 Endpunktmethode – Tissue culture infectious dose 50 % (TCID50)-Test 
Der TCID50-Test beruht auf dem Prinzip einer quantitativen Endpunkttitration nach Reed 
und Muench (1938) [266]. Hierfür wurden die wells einer 96-well Zellkulturplatte mit je 
100 µl einer GMK-Zellsuspension (2 x 105 Zellen/ml) befüllt und für ca. 2 h im Brutschrank 
inkubiert. Anschließend wurden separate Verdünnungsstufen (logarithmische Verdün-
nungsreihe; Basis 10) der zu untersuchenden Virussuspension angefertigt, die dann in 4 
Parallelen zu je 50 µl/well aufgetragen wurden. Nach einer vier- bis fünftägigen Inkubation 
bei 37 °C/5 % CO 2 erfolgte eine lichtmikroskopische Untersuchung jedes wells auf das 
Vorhandensein eines virusspezifischen ZPEs. Der Virustiter (TCID50/50 µl) wurde dann als 
das Reziproke des Endpunktes der Suspensionsverdünnung berechnet, d. h. ausgehend 
von der Verdünnung, bei der 50 % aller Testeinheiten noch mindestens eine infektiöse 
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3.2.4 Infectious Center Assay (ICA) 
Um die Menge an CD19+ B-Zellen zu bestimmen, die mit CVB3H3 infiziert waren, wurde 
zunächst die Zellzahl der mittels MACS selektierten Lymphozyten infizierter oder nicht 
infizierter Mäuse bestimmt. Anschließend erfolgte die Herstellung einer logarithmischen 
Verdünnungsreihe (1:10) dieser Zellen, aus deren Stufen dann jeweils 100 µl auf kon-
fluente GMK-Zellkulturen (6-well Zellkulturplatten) überführt wurden. Durch das Auftragen 
einer 0,5 % Agar-enthaltenden Mediumschicht („overlay“) und die damit einhergehende 
Immobilisierung der Lymphozyten war eine ausschließlich horizontale Ausbreitung der 
vorhandenen Viruspartikel gewährleistet. Nach Inkubation der Kulturen bei 37 °C/5 % CO 2 
für drei Tage wurden die adhärenten, lebenden GMK-Zellen mittels Kristallviolett-
Formaldehyd angefärbt, während die virusbedingt entstandenen Lysehöfe (Plaques) nach 
Herausspülen der Farblösung und des „overlays“ als helle, durchsichtige Bereiche sicht-
bar blieben und ein Auszählen möglich war. Dabei entsprach jeder Plaque einer virusinfi-
zierten B-Zelle.  
 
Um die Sensitivität dieses Tests zu ermitteln wurden entsprechend den Angaben von Me-
na et al. Positivkontroll-Experimente durchgeführt [232]. Dafür erfolgte eine Inkubation von 
GMK-Zellen mit einer definierten Menge an pfu des Virusstamms CVB3H3 (m.o.i. 10) für 
45 min. Nach dreimaligem Waschen des Zellrasens mit PBS wurden die Zellen abgelöst, 
verdünnt und wie oben beschrieben auf einen konfluenten GMK-Zellrasen aufgetragen. 
Drei Tage später wurden die Kulturen mit Kristallviolett-Formaldehyd gefärbt und es er-
folgte ein Auszählen der Plaques. 




Die Quantifizierung neutralisierender Antikörper muriner oder humaner Blutproben erfolg-
te nach einer Methode, bei der durch Titration diejenige Serum-Verdünnung bestimmt 
wurde, die durch die enthaltenen Antikörper eine konstante Virusmenge noch vollständig 
neutralisierte. Dazu wurde zunächst der Serumanteil des Blutes von den zellulären Be-
standteilen durch Zentrifugation (30 min, 3000 U/min) getrennt. Anschließend wurde in 
einer 96-well Zellkulturplatte eine Verdünnungsreihe beginnend mit 1:10 (1:20, 1:40, 1:80, 
1:160 usw.) der zu untersuchenden Serumprobe angefertigt, wobei jede Verdünnungsstu-
fe 4 Parallelen à 25 µl Endvolumen/well umfasste. Zu allen wells wurden dann je 25 µl 
einer eingestellten CVB3H3-Suspension gegeben. Dafür erfolgte zuvor das Einstellen 
einer Virus-Stammsuspension mit bekannter Partikelmenge auf zwei unterschiedliche 
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Konzentrationen, wobei der Wert zum einen etwas über und zum anderen etwas unter 
einer Virusmenge von 100 TCID50 lag. Jede dieser Virusverdünnungen wurde dann zu je 
zwei der vier wells einer Serumverdünnungsstufe pipettiert. Um die tatsächliche Viruskon-
zentration festzustellen, wurde zusätzlich eine Verdünnungsreihe (10-1 bis 10-9 à 4 Paralle-
len) der Virus-Stammsuspension angefertigt und jeweils zu vorgelegten 25 µl Medium/well 
gegeben. Nach einer IKZ von einer Stunde im CO2-Inkubator bei 37 °C, während der die 
vorhandenen neutralisierenden Antikörper mit den Viruspartikeln Immunkomplexe bilde-
ten, wurde jedes well mit 100 µl GMK-Zellsuspension (2 x 105 Zellen/ml) versetzt. Die 
lichtmikroskopische Untersuchung jedes wells auf das Vorhandensein eines virusspezifi-
schen ZPEs erfolgte nach einer vier- bis fünftägigen Inkubation bei 37 °C/5 % CO 2. Die 
Serum-Verdünnungsstufe, bei der die vorhandenen Antikörper noch alle Viruspartikel 
neutralisierten und somit kein ZPE zu erkennen war, wurde als Antikörpertiter angegeben. 
 
3.2.6 Virusisolation aus Gewebe 
3.2.6.1 Mörser-Methode 
Die tiefgefrorenen Gewebestücke von Herz, Milz und Pankreas wurden jeweils in einem 
Mörser zunächst nur mit sterilem Seesand und später mit einer entsprechenden Menge 
Zerreibungsmedium homogenisiert, so dass eine 2 %-ige (w/v) Lösung entstand. Be-
zugswert für die Herstellung dieser Lösungen war das Gewicht der einzelnen Organteile.  
3.2.6.2 Mixermill-Methode 
Hier wurden die tiefgefrorenen Gewebestücke der einzelnen Organe zusammen mit 1 ml 
Zerreibungsmedium und einer Metallkugel in ein Eppendorfröhrchen gegeben und mit 
Hilfe eines Retsch® Mixermill 300 (QIAGEN; 2-4x 1 min, 30 Schläge/s) homogenisiert. 
Entsprechend des Gewichts der einzelnen Organteile wurde zusätzlich soviel Zerrei-
bungsmedium aufgefüllt, dass eine 2 %-ige (w/v) Lösung entstand. 
 
Anschließend wurden die Homogenisate bei -20 °C tie fgefroren. Um einen vollständigen 
Aufschluss des Organs zu erreichen, wurden die Proben dreimal aufgetaut und wieder 
eingefroren. In den sich anschließenden TCID50-Tests wurden jeweils 25 µl Probe einge-
setzt. 
 Zerreibungsmedium: MEM/E + 100 I.E. Penicillin und 0,1 % mg/ml Streptomycin + 
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3.4 Molekularbiologische Methoden 
3.4.1 Agarosegelelektrophorese 
3.4.1.1 DNA-Gele 
Für die Auftrennung von DNA-Fragmenten gemäß ihrer Größe wurden 1-2 %-ige Agaro-
se-Gele (in 0,5x TBE-Puffer) hergestellt. Um ein späteres Sichtbarwerden der aufgetrenn-
ten DNA-Banden zu gewährleisten, wurden den Agaroselösungen vor der Polymerisie-
rung 0,5 µg/ml Ethidiumbromid zugegeben. Die Proben wurden mit farbigem Ladepuffer 
versetzt, in die Geltaschen gefüllt und anschließend in horizontalen Flachbett-
Elektrophoresekammern (mit 0,5x TBE-Puffer) bei 100-120 V aufgetrennt. Ein Vermi-
schen der Proben mit Ladepuffer war nicht erforderlich, wenn einer PCR-Reaktion der 
bereits gefärbte 5x Green GoTaq® Flexi Buffer (Promega) für die zugehörige GoTaq® Fle-
xi DNA Polymerase zugesetzt wurde. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte unter UV-
Licht (Herolab E.A.S.Y. RH-3). Ein Abschätzen der Fragmentlängen war dabei durch ei-
nen mitgeführten DNA-Größenmarker möglich. 
 TBE-Puffer (0,5x): 45 mM Tris/HCl pH 8,0; 45 mM Borsäure; 1,5 mM EDTA 
 Ladepuffer (6x): 30 % Glycerol; 10 mM EDTA; 0,05 % Bromphenolblau bzw. 5x DNA 
Loading Buffer Blue (BIOLINE) 
 DNA-Größenmarker: 5 µl/ Spur „HyperLadder I“ (BIOLINE) 
 
3.4.1.2 RNA-Gele 
Die aus eukaryotischen Zellen bzw. aus murinem Gewebe isolierte RNA wurde mit Hilfe 
von 1,5 %-igen Agarosegelen (in 10 mM Na-Phosphatpuffer, 0,5 µg/ml Ethidiumbromid) 
analysiert. 
 Na-Phospatpuffer (10 mM): 0,1 M Na2HPO4 und 0,1 M NaH2PO4 im Verhältnis 1:1 
mischen und Gemisch 1:10 verdünnen 
 
3.4.2 Quantifizierung von DNA und RNA 
Um die DNA- bzw. RNA-Konzentration einer Lösung zu bestimmen, wurde diese zunächst 
verdünnt und anschließend photometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm gemessen. 
Ausgehend von diesem Wert erfolgte die Berechnung nach folgenden Formeln:  
   DNA (µg/µl) = OD260 x Verdünnung x 50/1000 
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3.4.3 RT-PCR  
Das Umschreiben von RNA in komplementäre DNA (cDNA) erfolgte mit Hilfe einer retrovi-
ralen Reversen Transkriptase („SuperScript TM II RNase H reverse transcriptase“; Invitro-
gen). Da sowohl alle zellulären mRNA-Spezies als auch die virale RNA eine 3`-terminale 
Poly-A-Sequenz aufweisen, wurden aufgrund des verwendeten unspezifischen oligo-d(T)-
Primers nur diese Strukturen in DNA umgeschrieben. Für die Reaktionen wurden 3 µg 
bzw. 5 µg RNA mit DEPC-H2O auf 10 µl aufgefüllt und 1 µl oligo-d(T)-Primer (0,5 µg/µl) 
zugegeben. Nach einer 10-minütigen Inkubation bei 70 °C und einem Abkühlen für 3 min 
auf Eis wurden pro Ansatz folgende Reagenzien zugegeben: 
5x FSB (First Strand Buffer)    4 µl 
dNTP`s (10 mM)      2 µl 
DDT (1 M)       2 µl 
Reverse Transkriptase 0,5 µl  
Die sich anschließende Reverse Transkription erfolgte mit Hilfe eines „Thermocyclers“ 
(PTC-200, MJ Research) in folgenden Inkubationsschritten:  
10 min 25 °C/50 min 42 °C/5 min 95 °C 
Für eine strangspezifische RT-PCR wurde anstelle des oligo-d(T)-Primers entweder 1 µl 
EV1-Primer (Nachweis viraler Negativ-RNA-Stränge) bzw. 1 µl EV2-Primer (Nachweis 
viraler Positiv-RNA-Stränge) eingesetzt. 
 DEPC-H2O: 0,1 % Diethylpyrocarbonat; 24 h rühren; 2x autoklavieren 
 RT-PCR-Reagenzien: 5x First Strand Buffer, DDT, SuperScript TM II RNase H reverse 
transcriptase (Invitrogen); dNTP`s (Promega) 
 
3.4.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe eines „Thermocyclers“ (PTC-
200, MJ Research) in zyklisch wiederholten Reaktionsschritten. Dabei waren Zyklusan-
zahl, Dauer der einzelnen Schritte sowie deren Temperatur zum einen von der Länge der 
zu amplifizierenden DNA und zum anderen von der Sequenz der verwendeten Primer 
abhängig. Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte elektrophoretisch (siehe 3.4.1.1). Die 
Reaktionen wurden wie folgt angesetzt:  cDNA/Template-DNA  1-4 µl 
5xTaq-Puffer (ohne MgCl2)  10 µl 
MgCl2 (25 mM)     5 µl 
dNTP`s (10 mM)     1 µl 
5`-/3`-Primer (30 µM)            je 1 µl 
Taq-Polymerase           0,25 µl 
H2O           27,75-30,75 µl 
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 PCR-Reagenzien: 5x Green GoTaq® Flexi Buffer, MgCl2, dNTP`s, GoTaq® Flexi DNA 
Polymerase (Promega) 
  mu β-Aktin-PCR: (Amplikon: 582 bp) 
3 min 94 °C//30 Zyklen: 1 min 94 °C/50 s 55 °C/50 s  72 °C//5 min 72 °C 
 VP1-PCR: (Amplikon: 851 bp) 
3 min 95 °C//30 Zyklen: 1 min 94 °C/50 s 56 °C/50 s  72 °C//7 min 72 °C 
 EV1-EV2-PCR: (Amplikon: 145 bp) 
3 min 95 °C//30 Zyklen: 50 s 95 °C/30 s 60 °C/30 s 72  °C//7 min 72 °C 
 CD19-PCR: (Amplikon: 410 bp) 
3 min 95 °C//30 Zyklen: 1 min 94 °C/50 s 59 °C/50 s  72 °C//7 min 72 °C 
 
3.4.5 Real-time PCR 
Zur Real-Time-Quantifizierung von cDNA wurde die LightCycler®-Technologie (Roche) 
und das „QuantiTectTM SYBR Green PCR Kit“ (QIAGEN) nach Herstellerangaben genutzt. 
Dabei kam es nach der Bindung eines Farbstoffs (SYBR Green I) an vorhandene und 
während der PCR entstehende doppelsträngige DNA-Moleküle zu einem Fluoreszenzsig-
nal, dessen Intensität detektiert und mittels geeigneter Software (LightCycler3 Run, Versi-
on 5.32) ausgewertet werden konnte. Die Reaktionen wurden wie folgt angesetzt und an-
schließend in Glaskapillaren überführt:   
2x „QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix“       10 µl 
Nuclease-freies H2O            8 µl 
5`-/3`-Primer (30 µM)     je 0,5 µl 
cDNA              1 µl 
Im ersten Schritt aller verwendeten PCR-Programme wurde die im Master Mix enthaltene 
HotStar Taq-Ploymerase durch ein Erhitzen der Proben auf 95 °C  (15 min) aktiviert. Die 
sich anschließenden, auf das erwartete spezifische PCR-Produkt angepassten Zyklen 
bestanden jeweils aus Denaturierung/Anlagerung der Primer/Elongation/Abschmelzen 
von Primer-Dimeren und wurden wie folgt durchgeführt:  
 EV1-EV2: 32 Zyklen: 15 s 94 °C/20 s 60 °C/20 s 72 °C/5 s 82 °C 
→ es resultierte ein 145 bp großes, für Enteroviren spezifisches PCR-Produkt 
(455 nt - 600 nt im CV-Genom) mit einer spezifischen Schmelztemperatur 
Tm = 85 °C 
 huCAR: 35 Zyklen: 15 s 94 °C/20 s 60 °C/20 s 72 °C/20 s 77  °C 
→ es resultierte ein 151 bp großes, PCR-Produkt (859 nt - 1005 nt im huCAR-Gen) 
spezifisch für huCAR mit einer spezifischen Schmelztemperatur Tm = 81 °C 
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 muCAR: 35 Zyklen: 15 s 94 °C/20 s 60 °C/20 s 72 °C/20 s 78  °C  
→ es resultierte ein 149 bp großes PCR-Produkt (363 nt - 511 nt im muCAR-Gen) 
spezifisch für den murinen CAR mit einer spezifischen Schmelztemperatur 
Tm = 81 °C 
 
Die Detektion der entstehenden Fluoreszenzsignale erfolgte in jedem Zyklus nach dem 
Abschmelzen der Primer-Dimere. 
Um die Spezifität der entstandenen PCR-Produkte überprüfen zu können, wurde an-
schließend eine Schmelzkurve erstellt, bei der die Temperatur sehr langsam (0,2 °C/s)  
von einem niedrigen Wert auf einen hohen Wert angehoben wurde und eine kontinuierli-
che Fluoreszenzmessung stattfand (0 min 94 °C/20 °C /s//1 min 50 °C/ 20 °C/s//0 min 
94 °C/0,2 °C/s). 
Die Quantifizierung der eingesetzten cDNA erfolgte durch Vergleich mit einer jeweiligen, 
zuvor etablierten Standardkurve unter Verwendung von standardisierten, durch Restrikti-
onsverdau (siehe 3.4.8) linearisierten Plasmiden (siehe 3.4.6) (in den Verdünnungsstufen: 
101 bis 108 Kopien/µl), welche die gewünschte Zielsequenz enthielten. Bei jedem Lauf 





Tab. 3: Charakterisierung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide. 
Bezeichnung Eigenschaft Verwendung 
pBKH3 (Xho I) pBK-Derivat, welches für das ge-
samte CVB3H3-Genom kodiert 
Standard-Plasmid zur real 
time-Quantifizierung viraler 
Genome 
pcDNA3.1/mCAR (Xba I) 
pcDNA3.1-Derivat, das die Se-
quenz des murinen CAR-Gens 
enthält 
Standard-Plasmid zur real 
time-Quantifizierung von 
muCAR 
pcDNA3/huCAR (Hind III) pcDNA3-Derivat, das die Sequenz des humanen CAR-Gens enthält 











3. Material und Methoden 
 
45 
3.4.7 Primer  
Die nachfolgend aufgeführten Oligonukleotide wurden mit Hilfe der Phosphoamid-
Methode mit dem Expetide Nr. 8909 (Firma PerSeptive Biosystems) von Dr. E. Birch-
Hirschfeld am Institut für Virologie und Antivirale Therapie (FSU Jena) synthetisiert. 
 
Tab. 4: Charakterisierung der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (* nach [346]).  
Bezeichnung Sequenz Verwendung 
VP1-5` 5`- GGC CCA GTG GAA GAC GCG - 3` Nachweis von VP1 
VP1-3` 5`- AAA TGC GCC CGT ATT TGT CAT TG - 3` Nachweis von VP1 
mu-β-Aktin 5` 5`- GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA - 3` Nachweis von 
mu β-Aktin 
mu-β-Aktin 3` 5`- CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC - 3` Nachweis von 
mu β-Aktin 










muCAR-LC 5` 5`- AGT GAA GAA AGC CCC TGG GGT TG - 3` real time-PCR 
muCAR 
muCAR-LC 3` 5`- GTG GAA GGG AGC CTT CCT TG - 3` real time-PCR 
muCAR 
CAR-LC7-F 5`- GCT TGC TCT AGC GCT CAT TGG TCT TAT C - 3` real time-PCR huCAR 
CAR-LC7-R 5`- CCG ATG TAG CTT CTG GCA GTG GAC GTA - 3` real time-PCR huCAR 
oligo(d)T 5`- TTTTTTTTTTTTTTTTTT - 3` Reverse Transkription 
CD19-5` 5`- ATG CCA TCT CCT CTC CCT GTC - 3` 
Nachweis von 
CD19 in murinen 
Geweben 
CD19-3` 5`- TTA GCC CAC ACA TAC AGC TGG - 3` 
Nachweis von 




3.4.8 Restriktionsverdau von Plasmiden 
Für die Linearisierung von Plasmiden in Vorbereitung auf deren Einsatz in real time-PCR-
Reaktionen wurden ausgewählte Restriktionsenzyme verwendet, welche nur an einer 
spezifischen Stelle den jeweiligen Vektor hydrolytisch spalteten. Der Restriktionsansatz 
aus Plasmid-DNA, Enzym, Puffer und destilliertem Wasser wurde bei 37 °C für 1-2 h in-
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kubiert. Nach Überprüfung der Vollständigkeit des Verdaus mittels Agarose-
Gelelektrophorese erfolgte eine Reinigung der DNA entweder über das „QIAquick Gel 
Extraction Kit“ (QIAGEN) oder über „QIAquick PCR Purification Kit“ (QIAGEN).  
 Restriktionsenzyme: Xho I, Xba I, Hind III in Verbindung mit den entsprechend durch 
den Anbieter bereitgestellten 10x-Puffern (Roche) 
 
3.4.9 Reinigung von PCR-Produkten 
Die Reinigung von PCR-Produkten zur Beseitigung störender Puffer und Proteine sowie 
von Primern (< 40 Basen) erfolgte, den Herstellerangaben entsprechend, mit Hilfe des 
„QIAquick PCR Purification Kit“ (QIAGEN).  
 
3.4.10 RNA-Isolation aus eukaryotischen Zellen 
Zur Extraktion der Gesamt-RNA aus Zellkulturen bzw. primären B-Zellen wurden diese 
zunächst pelletiert und anschließend mit Hilfe des „RNeasy Mini Kit“ (QIAGEN) den Her-
stellerangaben entsprechend isoliert. 
 
3.4.11 RNA-Isolation aus Organgewebe 
Die in 400 µl „RNA later“-Lösung bei 4 °C gelagerte n murinen Organproben von Pankre-
as, Milz oder Herz wurden zunächst jeweils in 1 ml Lösung I (Tab. 5) aufgenommen. Nach 
Zugabe einer Metallkugel erfolgte mit Hilfe eines Retsch® Mixermill 300 (QIAGEN; 2x 
1 min, 30 Schläge/s) eine Homogenisierung der Proben und anschließend ein Zentrifugie-
ren für 3 min bei 10000 U/min (4 °C). Danach wurden  diesem Gemisch 1,3 ml Lösung II 
(Tab. 5) zugefügt, 30 s gevortext und für 30 min auf Eis inkubiert. Während dieser Zeit 
bildeten sich zwei Phasen aus, die sich durch eine 15-minütige Zentrifugation 
(10000 U/min, 4 °C) stärker trennten. Da sich die R NA in der oberen wässrigen Phase 
befand, wurde diese abgenommen und 1:1 (v/v) mit kaltem Isopropanol (100 %) versetzt. 
Nach einer IKZ von 2-4 Stunden bei -20 °C erfolgte eine weitere Zentrifugation der Proben 
für 15 min bei 10000 U/min (4 °C). Anschließend wur de der Überstand dekandiert und das 
RNA-Pellet in 300 µl Lösung I resuspendiert. Nach Zugabe von 300 µl kaltem Isopropanol 
(100 %) erfolgte dann eine zweite Fällung der RNA über Nacht bei -20 °C. Am Folgetag 
wurde mittels einer Zentrifugation (30 min, 13000 U/min, 4 °C) die RNA sedimentiert. Das 
entstandene Pellet wurde zweimal mit 0,5 ml eiskaltem 70%-igen Ethanol gewaschen, 
wobei nach jedem Waschschritt für 15 min bei 10000 U/min (4 °C) zentifugiert wurde. 
Nach Trocknung der RNA-Pellets im Vakuum erfolgte ein Resuspendieren in 30 µl-100 µl 
DEPC-H2O und eine Inkubation der RNA für 30 min auf Eis. Anschließend wurde die Kon-
zentration der entstandenen RNA-Lösung (siehe 3.4.2) und deren Reinheitsgrad be-
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stimmt, welcher sich aus dem Quotienten der gemessenen OD-Werte bei 260 nm und 
280 nm ergab. Ein Wert von 1,7-1,9 wies auf einen hohen Reinheitsgrad hin, während bei 
Proteinverunreinigungen oder zu hohen Salzkonzentrationen Werte von unter 1,7 bzw. 
höher als 1,9 erreicht wurden.  
 
Tab. 5: Arbeitslösungen für die Isolation von RNA aus Organgewebe. 
Lösung I 
4,0 M Guanidinisothiocyanat; 17 mM Na-N-Laurylsarcosin; 50 mM Na-
Citrat; pH 7,0 (mit 1 M NaOH); filtrieren mit sterilem Glas-Mikro-
Filterpapier (Whatman, Porengröße: 22 µm); vor Versuchsbeginn 26 ml 
Lösung mit 188 µl β-Mercaptoethanol versetzen 
Lösung II Chloroform-Phenol-Lösung: 10 ml Phenol; 1 ml Na-Acetat (3 M pH 4,0); 2 ml Chloroform:Isoamyl Alkohol (24:1) 
DEPC-H2O 0,1 % Diethylpyrocarbonat; 24 h rühren; 2x autoklavieren 
 
 
3.4.12 Proteinisolation und Proteinkonzentrationsbestimmung 
Zur Isolation der Gesamtproteinmenge aus Raji- oder primären B-Zellen wurden diese 
zunächst pelletiert und anschließend in NTE-Puffer resuspendiert. Die Zugabe von 0,5 % 
NP-40 und ein Vortexen für 30 s ermöglichten einen vollständigen Aufschluss der Zellen. 
Nach einer 20-minütigen Zentrifugation (14000 U/min, 4 °C) wurde der klare proteinhaltige 
Zellextrakt abgenommen und bis zur Verwendung bei -80 °C aufbewahrt. Die Bestimmung 
des Proteingehaltes erfolgte nach Bradford: Dazu wurden die Proteinproben vorverdünnt 
und in 2 Parallelen zu je 100 µl in eine 96-well Zellkulturplatte pipettiert, deren Vertiefun-
gen zuvor ebenfalls mit je 100 µl Bio-Rad-Farbstoff befüllt worden waren. Nach kurzem 
Schütteln der Platte erfolgte die Extinktionsmessung bei 570 nm („Mikroplate Reader Dy-
natech MR5000“). Eine identisch behandelte Proteinstandard-Verdünnungsreihe mit 2,5; 
5; 7,5; 10; 12,5 und 15 µg/ml „bovine serum albumin“ (BSA) à 100 µl in 2 Parallelen diente 
zum erstellen einer Eichgerade, anhand derer die Proteinkonzentrationen der einzelnen 
Proben ermittelt wurden. 
 NTE-Puffer: 10 mM Tris/HCl, pH 7,4; 100 mM NaCl 
 NP-40 („nonionic detergent-P40“): 10%-ige Stammlösung (Sigma) 
 Bio-Rad-Farbstoff: Bio-Rad-Farbstoffkonzentrat 1:5 verdünnt und filtriert  
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3.4.13 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Zur Auftrennung eines aus eukaryotischen Zellen gewonnenen Proteingemischs gemäß 
der molaren Masse wurden gleiche Mengen der jeweils zu untersuchenden Proben mit 
Protein-Probenpuffer versetzt und für 3 min bei 95 °C erhitzt. Dabei führte zum einen 
β-Mercaptoethanol zu einer Reduktion der Disulfidbrücken; zum anderen kam es durch 
das enthaltene Natriumdodecylsulfat (SDS) zur Denaturierung und zu einer einheitlichen 
negativen Ladung der Proteine. Anschließend wurden die vorbehandelten Proteingemi-
sche und ein Molekulargewichtsmarker auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen, welches 
aus einem, die Ladetaschen enthaltenden 5 %-igen Sammelgel und einem, je nach Prote-
ingröße variierenden, unteren Trenngel bestand. Die elektrophoretische Auftrennung er-
folgte entweder in einer „Mini-PROTEAN“-Gelapparatur (Bio-Rad) oder in einer 
„PROTEAN II xi Cell“- Gelapparatur (Bio-Rad) bei 100-200 V. 
 Sammelgel (1,6 ml/8 ml): 5 % Acrylamidlösung (30 % Acrylamid; 0,8 % N,N´-
Methylenbisacrylamid), 1x Sammelgelpuffer (4x: 0,5 M Tris/HCl pH 6,8; 0,4 % SDS), 
20,5 µl/102,5 µl 10 % APS (Ammoniumpersulfat), 2 µl/10 µl TEMED (N,N,N´,N´-
Tetramethylethylen-diamin) 
 Trenngel (4,8 ml/24 ml): 12,5 %-15 % Acrylamidlösung (30 % Acrylamid; 0,8 % Me-
thylenbisacrylamid), 1x Trenngelpuffer (4x: 1,5 M Tris/HCl pH 8,8; 0,4 % SDS), 
21,5 µl/107,5 µl APS, 5,5 µl/27,5 µl TEMED 
 Probenpuffer (2x): 100 mM Tris/HCl pH 6,0; 4 % SDS; 10 % b-Mercaptoethanol; 
20 % Glycerol; 0,1 % Bromphenolblau 
 Elektrophoreselaufpuffer (10x): 250 mM Tris/HCl pH 8,3; 1,92 M Glycin; 1% SDS 
 Molekulargewichtsmarker: 5 µl/25 µl/Spur (Fermentas: „Page Ruler Prestained Pro-
tein Ladder“) 
 
3.4.14 Western Blot 
Um ein bestimmtes Protein des Zellextraktes mittels Western Blot spezifisch zu detektie-
ren, wurden die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteingemische zunächst elektrophore-
tisch (konstant 12 V, über Nacht, unter Kühlung) in Blotpuffer auf eine Nitrozellulose-
Membran (Schleicher & Schuell PROTRAN: BA85, Porengröße 0,45 µm) transferiert. Am 
Folgetag wurden unspezifische Bindungsstellen der Membran durch einstündige Inkubati-
on in TBS-Puffer mit 5 % Magermilch (MM) abgesättigt. Anschließend erfolgte die Zugabe 
eines für das gewünschte Protein spezifischen, primären Antikörpers in entsprechender 
Verdünnung mit TBST-Puffer/1 % MM und eine Inkubation für 1-2 h bei RT (EGFP) bzw. 
über Nacht bei 4 °C ( β-Aktin). Nach dreimaligem Waschen für jeweils 10 min mit TBST-
Puffer wurde die Membran für weitere 1-2 h bei RT mit einem an Alkalische Phosphatase 
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gekoppelten, sekundären Antikörper inkubiert, der gemäß Herstellerangaben in TBST-
Puffer/1 % MM verdünnt war. Es folgten drei weitere Waschschritte für jeweils 10 min mit 
TBST-Puffer und die Detektion der Antikörper-markierten Proteine durch Substratzugabe 
(NBT/BCIP) und die daraus resultierende Farbreaktion. Dieser Prozess beruhte dabei auf 
der enzymatischen Dephosphorylierung von BCIP und dessen Oxidation, wobei NBT als 
Oxidationsmittel diente. Die Membran wurde dazu in Substratlösung eingelegt und bis zur 
gewünschten Intensität der Signale im Dunkeln inkubiert (2-120 min). Ein Stoppen der 
Reaktion erfolgte durch Spülen des Blots mit Wasser. Anschließend wurde die Membran 
auf Filterpapier getrocknet und im Dunkeln aufbewahrt.  
 Blotpuffer: 25 mM Tris/HCl, 192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol 
 TBST-Puffer: 10 mM Tris/HCl pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,05 % Tween 20 
 TBS-Puffer: 10 mM Tris/HCl pH 8,0; 150 mM NaCl 
 Substratlösung (ausreichend für 2 Blots): 1 Tablette NBT/BCIP ready-to-use (Roche) 
aufgelöst in 15 ml Wasser 
 primäre Antikörper: 
- Rabbit-anti-β-Actin: Cell Signalling Technology (13E5), monoklonal; 1:1000  
- Mouse-anti-GFP: BOEHRINGER MANNHEIM (7.1/13.1; # 1814460), monok-
lonal, 0,4 mg/ml; 1:450 
- Rabbit-anti-CAR: Santa Cruz Biotechnology (H-300: sc-15405), polyklonal; 
1:200  
 sekundäre Antikörper: 
- Rabbit-anti-Mouse-AP: DPC BIERMANN (# R1253AP), polyklonal, 0,7 mg/ml; 
1:2000 
- Goat-anti-Rabbit-AP: Acris Antibodies (# R1364AP), polyklonal, 1,0 mg/ml; 
1:1000 
 
3.4.15 Immunhistochemie an Gefrierschnitten 
Die aseptisch entnommenen Milzstücke wurden zunächst in „Cryomatrix“-Medium (Ther-
mo Scientific) eingebettet und bei -80 °C tiefgefro ren. Mit Hilfe eines Kryomikrotoms (Jung 
SM 2000R, LEICA) wurden 10 µm dünne Schnitte des eingebetteten Organs angefertigt 
und diese für 2 h luftgetrocknet. Anschließend erfolgte eine Fixierung mit Aceton (3 min, 
RT), ein Waschen mit Hanks-Medium (Lonza) und zur Blockierung der zellulären Peroxi-
dasen eine Behandlung mit 0,04 %igem Wasserstoffperoxid. Dann wurden die Schnitte 
nacheinander in Avidin-Lösung, Biotin-Lösung und 2 %iger Magermilchlösung zur Absät-
tigung unspezifischer Bindungsstellen für je 30 min bei RT inkubiert. Zwischen diesen 
Schritten erfolgten jeweils drei Waschschritte mit Hanks-Medium (3 min, RT). Anschlie-
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ßend erfolgte die Zugabe eines für den B-Zell-Oberflächenmarker CD19 spezifischen, 
primären Antikörpers in entsprechender Verdünnung und eine Inkubation für 14 h bei 
4 °C. Nach einem 12-minütigen Waschschritt mit Hank s-Medium wurden die Schnitte für 
weitere 30 min bei RT mit einem an Biotin gekoppelten, sekundären Antikörper inkubiert, 
der gemäß Herstellerangaben verdünnt war. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit 
Hanks-Medium (12 min, RT) und die Detektion der markierten Proteine über eine Farbre-
aktion, welche durch eine Behandlung der Schnitte mit Streptavidin-Meerrettich-
Peroxidase-Konjugat und anschließend mit dem „ACE Red peroxidase substrat kit“ (Ca-
mon Labor-Service) zustande kam.  
 primärer Antikörper:      Rat-anti-Mouse CD19: Pharmingen (1D3), monoklonal, 
0,2 mg/ml; 1:800  
 sekundärer Antikörper: Horse-anti-Rat-Biotin: Vector Laboratories, polyklonal; 
1:1000 
 
3.4.16 Immunhistochemische Detektion viraler Antigene − APAAP-Methode 
Die Fähigkeit des verwendeten murinen Anti-CVB3-Serums in verschiedenen Verdün-
nungsstufen noch spezifisch coxsackievirale Antigene zu erkennen, wurde mit Hilfe einer 
Alkalischen Phosphatase Anti-Alkalischen Phosphatase-Methode (APAAP) untersucht. 
Das diesem Verfahren zu Grunde liegende Prinzip beruht auf der Inkubation virusinfizier-
ter, fixierter Zellen mit einem spezifischen, gegen das gewünschte virale Antigen gerichte-
ten Maus-Antikörper (Primärantikörper) und der sich anschließenden Detektionsreaktion. 
Dabei dient zunächst ein gegen alle murinen Immunglobulin-Isotypen gerichteter Link-
Antikörper (Sekundärantikörper, Kanninchen-Anti-Maus) als Brücke zwischen Primäranti-
körper und dem APAAP-Komplex. Dieser lösliche Immunkomplex besteht aus einem mo-
noklonalen murinen Anti-AP-Antikörper und zwei an diesen gebundenen Molekülen AP, 
welche die im Substrat enthaltenen Naphtholphosphatester zu Phenolkomponenten und 
Phosphaten hydrolysieren. Die entstandenen Phenole reagieren dann mit farblosen Dia-
zoniumsalzen (Chromogene) und bilden so unlösliche rötlich erscheinende Azofarbstoffe.  
 
In die 8 Vertiefungen eines Objektträgers mit aufgesetzten Kammern („chamber slide“) 
wurden zunächst GMK-Zellen gesät, welche nach 2-tägiger Inkubation mit CVB3H3 
(m.o.i. 10) infiziert wurden. Nach einer Adsorptionszeit von 1 h wurden die Virussuspensi-
onen entfernt, die Zellrasen zur Entfernung ungebundener Partikel dreimal mit Kulturme-
dium gewaschen und anschließend zur weiteren Inkubation bei 37 °C/5 % CO 2 mit fri-
schem Medium (300 µl/Kammer) überschichtet. Mit dem Auftreten erster Anzeichen für 
einen ZPE (4-5 h p. i.) erfolgte dann die Fixierung der Zellen, indem diese einmal mit PBS 
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gewaschen und nachfolgend mit Paraformaldehyd für 30 min bei RT inkubiert wurden. 
Nach 3 Waschschritten mit PBS fand eine Lagerung des Objektträgers über Nacht bei 
4 °C (dabei Kammern mit PBS überschichtet) und am F olgetag die Durchführung des 
APAAP-Verfahrens mit Hilfe eines kommerziell erhältlichen Nachweissystems statt, wobei 
die Vertiefungen der Objektträger mit je 150 µl der entsprechenden Versuchsreagenzien 
versetzt wurden. Zunächst wurden die fixierten Zellen mit TBS (5 min RT) gewaschen und 
anschließend für 20 min bei RT mit TBS + 1 % BSA inkubiert. Danach erfolgte eine Be-
handlung (IKZ: 30 min) der Zellen mit unterschiedlich konzentriertem murinen Anti-CVB3-
Serum (Verdünnungsstufen: 1:20/40/100/250/500/1000 in TBS + 1 % BSA) bzw. 1:20-
verdünntem Kontroll-Serum ohne virusspezifische Antikörper. Als zusätzliche Negativkon-
trolle wurden die Zellen einer Kammer ausschließlich mit TBS + 1 % BSA versetzt. Nach 3 
Waschschritten (je 2 min, RT) mit TBS + 0,05 % Saponin wurden die Zellen für 30 min bei 
RT mit dem Sekundärantikörper inkubiert und dann wiederum dreimal mit TBS + 0,05 % 
Saponin (je 2 min, RT) gewaschen. Anschließend erfolgten die Zugabe des APAAP-
Komplexes (IKZ: 1 h) und ein Spülen der Zellen mit reiner TBS-Lösung (3x für je 2 min, 
RT). Die nachfolgend zugesetzte Substratlösung (IKZ: ca. 5 min), welche unter anderem 
Levamisol zur Inaktivierung der endogenen alkalischen Phosphatase sowie 3 verschiede-
ne Chromogene enthielt, diente zur Detektion der gebundenen Antikörper. Nach 3 
Waschschritten mit TBS wurde der Objektträger getrocknet und zur dauerhaften Lagerung 
mit einem Eindeckmedium versiegelt.  
 „chamber slides“: aus Kunststoff, 8 Kammern (Nunc) 
 Paraformaldehyd: 4 % in PBS 
 TBS: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,6 (eingestellt mit HCl) 
 BSA (Serva) 
 Saponin: 10 %-ige Stammlösung (Sigma) 
 Dako REALTM Detection System, APAAP, Mouse (Dako) 
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3.5 Tierexperimentelle Methoden 
3.5.1 Versuchstiere 
Alle verwendeten Versuchstiere entstammten Inzuchtkolonien verschiedener immunkom-
petenter Mausstämme und waren 8-10 Wochen alt.  
 
     Tab. 6: In dieser Arbeit verwendete Versuchstiere. 
Stamm  Verwendung 
BALB/c (♂)  
 
 Isolation CD19+ B-Zellen aus der Milz und nachfolgende In vitro-
Experimente; 
 Infektionsexperimente  
C57BL/6 (♂) 
 Isolation CD19+ B-Zellen aus der Milz für den Nachweis von  
muCAR 
 Generierung des murinen Anti-CVB3-Serums 
 
 
3.5.2 Infektions- und Behandlungsprotokolle 
Für alle In vivo-Untersuchungen wurden Gruppen aus 3-4 männlichen BALB/c-Mäusen 
mit der jeweils angegebenen Menge an CVB3H3 oder CVB3M2 intraperitoneal (i. p.) infi-
ziert. Die nachfolgende Inkubationsdauer bzw. gegebenenfalls Reihenfolge und Abstand 
aufeinander folgender Infektionen richtete sich dabei nach der entsprechenden Fragestel-
lung. Zumeist wurde jedoch 3 d nach der CVB3H3-Infektion die Sektion der Tiere durch-
geführt, da zu diesem Zeitpunkt die maximale Anzahl an CD19+ B-Zellen infiziert vorlag. 
War eine Behandlung der Mäuse mit einem der beiden Pan-Caspase-Inhibitoren 
(25 mg/kg Lebendgewicht in 25 µl DMSO) bzw. mit DMSO als Kontrolle vorgesehen, er-
folgte diese durch intravenöse (i. v.) Applikation ebenfalls 3 d nach CVB3H3-Infektion. Die 
Sektion dieser Tiere wurde 6 h nach der Inhibitor-Behandlung durchgeführt. Für die 
Opsonierung von CVB3H3 wurde die benötigte Menge an Virussuspension den In vitro-
Experimenten (3.1.8.1) entsprechend für 1 h bei 37 °C mit verdünntem (1:100) Anti-CVB3-
Serum vorinkubiert und anschließend i. p. verabreicht. 
 
3.5.3 Sektion der Versuchstiere und Organentnahme 
Nach einer Betäubung mittels Diethylether wurden die Tiere abgetötet und anschließend 
präpariert, wobei verschiedene Organe und Blut der Fragestellung entsprechend ent-
nommen und gegebenenfalls geteilt wurden. In der Regel erfolgte jedoch nach Durchtren-
nen der Aorta und Entnahme des Herzens zunächst die Blutentnahme. Milz und Pankreas 
wurden ebenfalls steril entnommen und wie das Herz geteilt sowie jeweils gewogen. Um 
vorhandenes Blut zu entfernen und somit eine Kontamination mit Viren aus der Peripherie 
des Organs auszuschließen, wurden die für die Viruskonzentrationsbestimmung vorgese-
henen Organteile zunächst in Natriumchloridlösung eingelegt. Nach kurzer Inkubation 
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wurde die Lösung wieder entfernt und die Organteile bis zur Aufarbeitung bei -20 °C gela-
gert. Für die RNA-Isolierung bestimmte Organstücke wurden in sterile Gefrierröhrchen 
überführt, welche zuvor mit 400 µl „RNA-later“-Lösung − einer Substanz zur RNA-
Stabilisierung − versetzt worden waren. Milzgewebe, aus dem durch MACS-Separation 
primäre CD19+ B-Lymphozyten isoliert werden sollten, wurden innerhalb einer Versuchs-
gruppe gepoolt und in 6 ml Zellkulturmedium auf Eis bis zur Homogenisation aufbewahrt. 
Das gewonnene Blut wurde durch Zentrifugation für 30 min bei 3000 U/min in zelluläre 
Blutbestandteile und Serum separiert, wobei letzteres vorsichtig abgenommen und an-
schließend bei -20 °C eingefroren wurde. 
 Natriumchloridlösung: 0,9 % + Penicillin und Streptomycin 
 „RNA-later“-Lösung (QIAGEN) 





4.1 Untersuchungen zur aktiven Replikation von CVB3 in B-Lymphozyten  
Neben Zielorganen wie Pankreas, Herzgewebe oder Zentralnervensystem (ZNS) ist 
CVB3 in der Lage, auch verschiedene Zellen des Immunsystems zu infizieren. Dabei 
kann das Virus im murinen Tiermodell z. B. in Makrophagen und T-Zellen, aber auch in B-
Lymphozyten der Milz nachgewiesen werden. Ob jedoch in diesen Zellen tatsächlich eine 
aktive Virusreplikation stattfindet und welche viralen oder zellulären Faktoren eine solche 
Infektion ermöglichen, unterstützen und beeinflussen, wurde bisher nur wenig untersucht.  
 
4.1.1 CVB3-Replikation in der humanen Zelllinie Raji 
Um eine aktive Replikation von CVB3 in den verwendeten Lymphozyten nachweisen zu 
können, erfolgte die Infektion der Zellen mit einer rekombinanten CV-Variante − 
CVB3H3/EGFP [85, 308], welche das Reporterprotein EGFP bildet. Da die entsprechende 
Gensequenz dieses Proteins zusammen mit einer künstlich eingebrachten Schnittstelle 
für die virale Protease 3C direkt vor die für das Strukturprotein VP4 kodierende Region 
inseriert wurde, wird EGFP gleichzeitig mit den viralen Proteinen translatiert und nachfol-
gend vom Polyprotein proteolytisch abgespalten. Kann EGFP nach einer Infektion detek-
tiert werden, ist demnach von einer aktiven Virusvermehrung innerhalb der infizierten Zel-
le auszugehen. Zunächst wurde die als für CVB3 empfänglich beschriebene humane Zell-
linie Raji mit der rekombinanten Variante CVB3H3/EGFP (m.o.i. 1) inkubiert. Wie Abbil-
dung 5 zeigt, waren unter Fluoreszenzbedingungen bereits 7 h p. i. erste infizierte Zellen 






Abb. 5: Nachweis der Re-
plikation von CVB3 in hu-
manen Raji-Zellen. Raji-Zel-
len wurden mit der rekombi-
nanten Virusvariante CVB3 
H3/EGFP (m.o.i. 1) infiziert, 
welche während der Replika-
tion EGFP bildet. Die licht- 
bzw. fluoreszenzmikroskopi-









4.1.2 CVB3-Replikation in primären murinen CD19+ B-Zellen  
Im Folgenden sollte untersucht werden, inwieweit auch primäre murine B-Lymphozyten 
empfänglich für eine CVB3-Infektion sind und ob nachfolgend im Inneren dieser Zellen 
ebenfalls eine aktive virale Replikation stattfindet. Dafür wurden zunächst Milzgewebe 
männlicher BALB/c-Mäuse zu Einzelzellsuspensionen aufgeschlossen. Unter Verwen-
dung eines magnetischen Zellsortierungssystems (MACS-Technologie) und Magnetparti-
kel-gekoppelter Antikörper gegen den spezifischen B-Zell-Marker CD19 erfolgte anschlie-
ßend eine Separation der CD19+ Population.  
Um sicherzustellen, das durch diese Selektions-Methode ausschließlich CD19+ Zellen 
isoliert werden, erfolgte eine Inkubation der zu trennenden Milzlymphozyten mit einem an 
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) gebundenen Antikörper, der ebenfalls gegen CD19 ge-
richtet war. Die anschließend positiv selektierten Zellen wurden dann mit Hilfe eines Fluo-
reszenzmikroskops auf das Vorhandensein von FITC-Antikörper-markiertem CD19 unter-
sucht. Abbildung 6A zeigt, dass die Zelloberflächen nahezu aller gewonnenen Zellen eine 
deutliche, für FITC typische, Grünfärbung aufwiesen. Nach Auszählen der fluoreszieren-
den Zellen und einem Vergleich mit der Gesamtzellzahl wurde eine Spezifität der Metho-





Abb. 6: Spezifität der Isolation CD19+ B-Lymphozyten durch MACS und Vitalitäts-
test. Aus murinem Milzgewebe gewonnene Einzelzellsuspensionen wurden sowohl mit 
FITC-markierten als auch mit Micro Bead-gekoppelten Antikörpern gegen den B-Zell-
Marker CD19 versetzt. Anschließend erfolgte eine Separation der CD19+ B-
Zellpopulation mittels MACS-Technologie. Unmittelbar danach wurden die isolierten Zel-
len (A) zur Bestimmung der FITC-positiven Lymphozyten an der Gesamtzellzahl licht- 
bzw. fluoreszenzmikroskopisch untersucht (ursprüngliche Vergrößerung: 400x) oder (B) 







Durch eine anschließende Trypanblaufärbung wurde zusätzlich die Vitalität der gewonne-
nen Zellen bestimmt (Abb. 6B). Nahezu alle Lymphozyten wiesen dabei keine Blaufär-
bung des Zytoplasmas und eine intakte Morphologie auf. Analog zur Infektion von Raji-
Zellen wurden die murinen Lymphozyten dann gleichermaßen mit CVB3H3/EGFP infiziert 
(m.o.i. 2,5) und ebenfalls fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Dabei war jedoch zu kei-
nem Zeitpunkt p. i. eine typische EGFP-Fluoreszenz sichtbar (Daten nicht dargestellt).  
Daraufhin erfolgte nach einer Wiederholung des Versuchsansatzes, 3 d p. i. eine Analyse 
der infizierten Lymphozyten mittels Durchflusszytometrie. CVB3H3/EGFP-infizierte Raji-
Zellen (m.o.i. 1) wurden dabei aufgrund der bereits nachgewiesenen Empfänglichkeit für 
das Virus als EGFP-Fluoreszenz-Referenz herangezogen (Abb. 7), wobei wie erwartet 




Abb. 7: Durchflusszytometrie CVB3H3/EGFP-infizierter Zellen. Murine CD19+ B-Lymphozyten 
wurden entweder für 3 d mit CVB3H3/EGFP (m.o.i. 2,5) inkubiert oder blieben unbehandelt. Als 
Positivkontrolle dienten CVB3H3/EGFP-infizierte humane Raji-Zellen (IKZ: 20 h; m.o.i. 1). An-






Im Gegensatz dazu konnten, trotz mehrmaliger Wiederholung des Versuchs, sowohl in 
den nicht infizierten Kontroll- als auch in den virusbehandelten CD19+ B-Lymphozyten-
Kulturen keine bzw. nur extrem wenige (0,03 %) Zellen detektiert werden, deren EGFP-
Fluoreszenz in dem zuvor festgelegten Referenz-Bereich lag.  
Da basierend auf Studien von Mena et al., 1999 vermutet wurde, dass tatsächlich nur 
sehr wenige CD19+ Milz-B-Lymphozyten empfänglich für CVB3 sind, erfolgte eine zusätz-
liche Untersuchung der viralen EGFP-Expression in diesen Zellen mittels Western Blot-
Analyse [232]. Dafür wurden wiederum primäre CD19+ B-Zellen aus murinen Milzen mit 
CVB3H3/EGFP infiziert und für 2 d bzw. 3 d inkubiert. Nach Isolation des Gesamtproteins 
und Auftrennung durch SDS-PAGE wurde ein monoklonaler gegen das 27 kDa große 
EGFP gerichteter Antikörper eingesetzt. In Abbildung 8 ist erkennbar, dass bei beiden 
Proben aus CVB3H3/EGFP-infizierten Zellkulturen ein, sich mit zunehmender IKZ intensi-
vierendes, spezifisches EGFP-Signal auftrat, welches bei nicht infizierten Kontrollkulturen 
ausblieb. Der Nachweis gleicher Mengen an zellulärem β-Aktin (45 kDa) belegte den Ein-
satz gleicher Mengen an Protein pro Probe. 
 
 
Abb. 8: Nachweis der aktiven Replikation von CVB3 in primären murinen 
CD19+ B-Lymphozyten des Milzgewebes. Die murinen B-Zellen wurden für 2 d 
bzw. 3 d mit CVB3H3/EGFP (m.o.i. 2,5) inkubiert oder blieben nicht infiziert [Ko]. Für 
die Western Blot-Analyse wurden je 390 µg (EGFP) bzw. 16 µg Protein (β-Aktin) auf 
12,5 %-igen SDS-PAA-Gelen aufgetrennt und die jeweiligen Proteine anschließend 
mit Hilfe spezifischer Antikörper detektiert (spezifische Signale: EGFP 27 kDa; β-
Aktin 45 kDa; M: Proteinmarker).  
 
4.1.3 CVB3-Replikation in primären humanen CD19+ B-Zellen 
Da die Pathogenese einer CVB3-Infektion im murinen Tiermodel stark einer solchen beim 
Menschen ähnelt, sollten im gleichen experimentellen Aufbau auch primäre humane 
CD19+ B-Lymphozyten hinsichtlich einer möglichen Empfänglichkeit für das Virus unter-




tikörpern gegen humanes CD19 aus Lymphozytenkonzentraten gesunder Blutspender 
gewonnen. Nach 2- bzw. 3-tägiger Inkubation mit CVB3H3/EGFP (m.o.i. 2,5) und an-
schließendem Nachweis der viralen EGFP-Produktion mittels Western Blot-Analyse zeigte 
sich, dass auch hier nur in virusinfizierten Kulturen mit fortschreitender Infektionsdauer ein 
sich intensivierendes spezifisches EGFP-Signal bei 27 kDa detektierbar war (Abb. 9). Die 
parallele Analyse der zellulären β-Aktin-Konzentrationen bei 45 kDa bestätigte wiederum 





Abb. 9: Nachweis der aktiven Replikation von CVB3 in primären humanen 
CD19+ B-Lymphozyten des peripheren Blutes. Zu den angegebenen Zeiten nach 
einer Infektion humaner B-Zellen mit CVB3H3/EGFP (m.o.i. 2,5) wurden je 250 µg 
(EGFP) bzw. 50 µg Protein (β-Aktin) auf einem 12,5 %-igen SDS-PAA-Gel aufge-
trennt. Die Detektion der Proteine erfolgte anschließend während einer Western 
Blot-Analyse mit Hilfe spezifischer Antikörper (spezifische Signale: EGFP 27 kDa; β-
Aktin 45 kDa; Ko: nicht infizierte Kontrollzellen M: Proteinmarker).  
 
4.2 Untersuchungen zur Aufnahme von CVB3 in B-Lymphozyten 
4.2.1 Expression des Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptors in B-Zellen 
Während ihres Vermehrungszyklus binden CV der Gruppe B, vermittelt durch eine can-
yonartige Struktur im viralen Kapsid [274], in der Regel an zelluläre Oberflächenmoleküle, 
um anschließend durch Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Zielzellen einzudringen. 
Dabei dienen sogenannte „accessory factors“, wie der „decay-accelerating factor“ 
(DAF/CD55) [20, 299] oder verschiedene modifizierte Heparan-Sulfate [382, 383] als Co-
rezeptoren, indem sie zwar als Adsorptions- jedoch nicht als Eintrittsrezeptoren fungieren. 
Beide Funktionen, d. h. Adhäsion und Internalisierung, werden bei allen sechs Coxsackie-
B-Serotypen durch den humanen bzw. murinen CAR vermittelt [18, 19, 334], dessen Ver-
teilungsmuster jedoch spezies-, gewebs- und altersabhängig ist [162, 239, 248, 334]. Die 
Expression von CAR bei den in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturen und primären B-





4.2.1.1 CAR-Transkription  
Für den Nachweis der Transkription des murinen CAR-Gens erfolgte eine Isolierung der 
Gesamt-RNA sowohl aus Milzlymphozyten-Konzentraten als auch aus murinen CD19+ B-
Zellen. Als Positivkontrolle diente RNA aus Pankreas und Herz nicht infizierter Kontroll-
mäuse, da diese Gewebe während einer CVB3-Infektion Zielorgane für das Virus darstel-
len und als CAR-positiv beschrieben sind [19, 231, 334]. Weiterhin wurden zwei genetisch 
verschiedene Mausstämme − BALB/c und C57BL/6 − auf eine mögliche CAR-
Transkription in den einzelnen Zellen und Geweben getestet. Nach dem Umschreiben der 
mRNA-Spezies in cDNA wurden kurze Sequenzen des murinen CAR-Gens mittels real 













































































Abb. 10: Untersuchung zur Transkription von muCAR in verschiedenen 
murinen Geweben und Zellen. RNA wurde extrahiert aus Pankreas-, Milz- 
und Herzgewebe sowie aus primären Milzlymphozyten-Suspensionen [ML] und 
daraus isolierten CD19+ B-Zellen [mu BZ] nicht infizierter Mäuse der Stämme 
BALB/c und C57BL/6. Nach Reverser Transkription von 5 µg RNA/Probe er-
folgte der qualitative und quantitative Nachweis von muCAR-cDNA mittels real 
time-PCR. 
 
Dabei konnte bei beiden Mausstämmen weder für das Milzlymphozytengemisch noch für 
CD19+ B-Zellen eine CAR-Transkiption nachgewiesen werden, während im Gegensatz 
dazu in den untersuchten Gewebetypen, und dabei vor allem im Herz, deutlich positive 
und spezifische Signale für das murine CAR-Gen messbar waren.  
Die Untersuchung der CAR-mRNA-Synthese bei humanen B-Zellen erfolgte ebenfalls 
über eine für den humanen CAR spezifische real time-PCR, wobei auch hier gleiche 
Mengen an RNA aus humanen CD19+ B-Zellen sowie aus noch nicht sortierten mono-
nukleären Zellen des peripheren Bluts eingesetzt wurden. Als CAR-positive Kontrolle 




Raji-Zellen und humane CD19+ B-Lymphozyten in etwa gleiche CAR-Transkriptionsraten 
bestimmt werden, wohingegen das Gemisch peripherer mononukleärer Zellen etwa 10-








Abb. 11: Untersuchung zur Transkription von 
huCAR in humanen Zellen. Nach Extraktion 
von RNA aus humanen Raji-Zellen und primären 
humanen mononukleären Zellen des peripheren 
Blutes [PBMC] sowie aus humanen CD19+ B-
Lymphozyten [hu BZ] erfolgte eine Reverse 
Transkription von 3 µg RNA/Probe. Die Quantifi-
zierung der huCAR-spezifischen cDNA-Kopien 




Um die Bildung von CAR auf Translationsebene in murinen und humanen CD19+ B-Zellen 
zu untersuchen, wurde nach der Isolierung und Auftrennung des Gesamtproteins aus die-
sen Zellen ein Antikörper in die nachfolgende Western Blot-Analyse eingesetzt, der auf-
grund seiner Kreuzreaktivität sowohl für den Nachweis des murinen als auch des huma-
nen CAR diente. Zusätzlich wurden auch hier die jeweiligen noch nicht magnetisch sor-
tierten Lymphozytengemische aus Milz bzw. humanem peripheren Blut in die Analyse 
eingeschlossen. Dabei zeigten, wie in Abbildung 12 zu sehen, die als Kontrolle mitgeführ-
ten Raji-Zellen ein deutliches CAR-Signal bei 46 kDa. Dagegen war ein CAR-
Proteinsynthese-Nachweis sowohl bei murinen Milzlymphozyten als auch bei murinen 
CD19+ B-Zellen, wie aufgrund der Transkriptionsanalyse erwartet, nicht möglich (Abb. 
12A). Aber auch bei humanen mononukleären Zellen und CD19+ B-Lymphozyten konnte 
die Bildung von CAR als Protein, trotz der zuvor festgestellten mRNA-Synthese, nicht 
nachgewiesen werden (Abb. 12B). Eine parallele Analyse der Bildung von zellulärem 
β-Aktin (45 kDa) diente als Kontrolle der Vergleichbarkeit der eingesetzten Proteinmengen 



























































Abb. 12: Nachweis von CAR mittels Western Blot-Analyse. In 10 %-igen SDS-PAA-Gelen auf-
getrennte Proteine aus (A) murinen Milzlymphozyten [45 µg/30 µg] und daraus isolierten CD19+ B-
Zellen [45 µg/30 µg] sowie aus (B) humanen mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) 
[80 µg/16 µg] und daraus extrahierten CD19+ B-Lymphozyten [100 µg/40 µg] wurden unter Ver-
wendung eines anti-CAR-Antikörpers auf das Vorhandensein von CAR untersucht [aufgetragene 
Proteinmengen CAR/β-Aktin]. Als Positivkontrolle dienten, der jeweiligen Probe entsprechende, 
Proteinmengen aus humanen CAR+ Raji-Zellen (spezifische Signale: CAR 46 kDa; β-Aktin 45 kDa; 
M: Proteinmarker, 1: jeweilige murine bzw. humane Zellpopulation, 2: Raji-Zellen).  
 
 
4.2.2 Steigerung der CVB3-Infektiösität durch virusspezifisches Serum  
Da es nicht möglich war eine Expression von CAR auf der Zelloberfläche muriner und 
humaner CD19+ B-Lymphozyten nachzuweisen und somit eine Internalisierung infektiöser 
CVB3-Partikel in diese Zellen über CAR unwahrscheinlich ist, sollte im Folgenden eine 
weitere Möglichkeit der Penetration untersucht werden. Diese über Antikörper vermittelte 
Strategie des Eindringens und eine daraus resultierende Steigerung der Infektiösität für 
humane PBMCs konnte 2001 durch Hober et al. und Chehadeh et al. bereits für das hete-
rologe CVB4 gezeigt werden [40, 140].  
Um herauszufinden, inwieweit auch Antikörper gegen CVB3 ein solches Eindringen in 
primäre murine CAR-negative, CD19+ B-Lymphozyten der Milz ermöglichen bzw. erleich-
tern, wurde zunächst ein aus CVB3M2-infizierten Mäusen (7 d p. i.) stammendes Serum 
gewonnen, welches anschließend mittels Neutralisationstest auf das Vorhandensein 




werden. Basierend auf den Experimenten mit CVB4 und in Anlehnung an einen Neutrali-
sationstest wurde dann vor einer CVB3H3-Infektion muriner CD19+ Milz-B-Zellen (m.o.i. 
10) das Virus mit verdünntem (1:100) Anti-CVB3-Serum bzw. Serum ohne CVB3-
Spezifität (Verhältnis 1:1 [v/v]) für 1 h bei 37 °C  vorinkubiert und dadurch mit virusspezifi-
schen Antikörpern opsoniert. Anschließend erfolgte eine Inkubation der Zellen mit diesem 
Virus-Serum-Gemisch. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion wurden die in-
trazellulären Virustiter bestimmt und somit die Virusaufnahme in die Zellen analysiert 
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Dabei konnten unter Kontrollbedingungen über das gesamte Intervall nur sehr geringe 
Veränderungen der Menge infektiöser Partikel beobachtet werden. Wurde CVB3H3 je-
doch mit Antikörper-haltigem Serum vorinkubiert, war schon kurz nach Beginn der Infekti-
on (2 h p. i.) eine signifikante (P<0,05), nahezu 5-fache Steigerung der intrazellulären Vi-
rustiter im Vergleich zu Kontrollkulturen zu verzeichnen (Abb. 13B). Anschließend fiel die 
Menge infektiöser Partikel stark ab und erst im späteren Verlauf der Infektion (10-12 h p. 
i.) konnten nochmals signifikant höhere intrazelluläre Virustiter gegenüber den Kontrollkul-
turen ermittelt werden. Während der Schlussphase der Infektion waren dann in beiden 
Abb. 13: Einfluss virusspezifischer Antikörper 
auf die Infektiösität von CVB3H3 für murine 
CD19+ B-Zellen. Die Infektion muriner Milz-B-
Lymphozyten erfolgte mit einer CVB3H3-Suspen-
sion, welche zuvor mit verdünntem murinen Anti-
CVB3- bzw. Kontroll-Serum vorinkubiert wurde. Die 
Bestimmung der intrazellulären Virusmengen erfolgte 
mittels TCID50-Test zu den angegebenen Zeitpunkten 
p. i. (A) Veränderung der Virustiter über die Zeit; (B) 
Virusmengen 2 h p. i. und Verhältnis der Virustiter im 
Vergleich zu Kontroll-Serum = 100 %. Dargestellt 
sind die MW ± SD aus jeweils 3 Proben/Zeitpunkt  
(*: P<0,05 im Vergleich zum Kontroll-Serum zum 




Gruppen nur noch geringe Viruspartikelkonzentrationen zu verzeichnen. Dieses Ergebnis 
konnte nach einer Infektion von murinen CD19+ B-Zellen mit Anti-Serum-vorbehandeltem 
CVB3H3/EGFP (m.o.i. 2,5) 
auch auf Proteinebene bestä-
tigt werden (Abb. 14). Zellen, 
die mit opsonierten Virusparti-
keln infiziert wurden, zeigten 
dabei 20 h p. i. im Vergleich 
zu Kontrollkulturen eine deut-




gen mit nahezu gleichem Ver-
suchsaufbau wurden eben-
falls mit primären humanen 
CAR-negative, CD19+ B-Zel-
len aus peripherem Blut 
durchgeführt. Die einstündige 
Vorinkubation von CVB3H3 
(m.o.i. 10) erfolgte in diesem 
Falle mit einem humanen 
1:200-verdünntem Serum, 
welches virusspezifische Anti-
körper (Neutralisationstiter 1:160) enthielt. Das verwendete Kontrollserum wies dagegen 
keinerlei virusneutralisierende Eigenschaft auf. Wie in Abblidung 15A dargestellt, zeigte 
sich auch hier 2 h nach der Infektion ein signifikanter (P<0,05), Antikörper-bedingter An-
stieg der intrazellulären Virustiter. Im Vergleich zu Kontrollkulturen war die Menge infekti-
öser Partikel innerhalb der Zellen zu diesem Zeitpunkt mehr als doppelt so hoch (Abb. 
15B). B-Zellen mit Kontroll-Serum-behandeltem Virus erreichten dagegen erst 2-3 h spä-
ter ein Maximum an intrazellulären infektiösen Virionen, welches jedoch immer noch weit 
unter dem Höchstwert der Vergleichskulturen lag. Zellen dieser, mit opsoniertem Virus 
inkubierten, Gruppe zeigten im gleichen Zeitintervall (4-5 h p. i.) schon verringerte Erre-
germengen. Am Ende der Infektionskinetik waren, wie bereits bei murinen CD19+ B-
Lymphozyten beobachtet, ebenfalls in beiden Gruppen nur noch geringe Viruspartikelkon-











Abb. 14: Nachweis einer durch CVB3-spezifische An-
tikörper vermittelten Steigerung der Virusmenge in 
murinen CD19+ B-Zellen mittels Western Blot-
Analyse. Vor einer Infektion primärer muriner B-Zellen 
mit CVB3H3/EGFP (m.o.i. 2,5) wurde die Virussuspensi-
on im Verhältnis 1:1 mit verdünntem (1:100) murinen An-
ti-CVB3-Serum versetzt und für 1 h bei 37 °C inkubi ert. 
Kontrollkulturen erhielten Virus, welches mit Serum ohne 
virusspezifische Antikörper vorbehandelt wurde. Nach 
20 h erfolgte eine Proteinisolation und die Auftrennung 
von je 180 µg Protein (EGFP) bzw. 30 µg Protein 
(β-Aktin) pro Probe in einem 12,5 %-igen SDS-PAA-Gel. 
Bei der anschließenden Western Blot-Analyse wurden 
spezifische Antikörper zur Detektion von EGFP bzw. 
β-Aktin eingesetzt (spezifische Signale: EGFP 27 kDa; 
β-Aktin 45 kDa; M: Proteinmarker, 1: CVB3 + Kontroll-
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Eine verstärkte Virusaufnahme in humane, CAR-positive, Raji-Zellen konnte dagegen 
weder durch die Vorinkubation von CVB3H3 mit dem schon zuvor verwendeten verdünn-
ten (1:200) humanen virusspezifischen Anti-Serum (Abb. 16A) noch durch eine Vorbe-
handlung der Zellen mit diesem Serum und anschließende CVB3-Infektion erreicht wer-
den (Abb. 16B). In beiden Fällen unterschieden sich die intrazellulären Virustiter über die 
beobachtete Zeitspanne von 5 h nicht von denen der Kontrollkulturen. 
 
4.2.2.1 Nachweis der Beteiligung virusspezifischer Antikörpern an der gesteigerten 
CVB3-Infektiösität für murine CD19+ B-Zellen  
Um die durch die vorangegangenen Versuche bereits vermutete Beteiligung CVB3-
spezifischer Antikörper an der gesteigerten Aufnahme von Viruspartikel in murine CD19+ 
B-Lymphozyten zu untersuchen, wurde zunächst der Verdünnungsgrad des verwendeten 
Anti-CVB3- bzw. Kontroll-Serums verändert. Neben der in allen vorangegangenen und 
folgenden Experimenten genutzten Menge (1:100) erfolgte die Vorinkubation von 
CVB3H3 (m.o.i. 10) zusätzlich auch mit stärker verdünntem Serum. In Anlehnung an den 
zuvor erstellten Infektionsverlauf in CD19+ B-Zellen (Abb. 13) wurden 2 h p. i. die intrazel-
lulären Virustiter bestimmt und verglichen. 
Abb. 15: Einfluss virusspezifischer Antikörper 
auf die Infektiösität von CVB3H3 für humane 
CD19+ B-Zellen. Die Infektion humaner B-Zellen aus 
peripherem Blut erfolgte mit CVB3H3, welches zuvor 
mit verdünntem humanen Anti-CVB3- bzw. Kontroll-
Serum vorinkubiert wurde. Die Bestimmung der in-
trazellulären Virusmengen erfolgte mittels TCID50-
Test zu den angegebenen Zeitpunkten p. i. (A) Ver-
änderung der Virustiter über die Zeit; (B) intrazellulä-
re Virusmengen 2 h p. i. und Verhältnis der Virustiter 
im Vergleich zu Kontroll-Serum = 100 %. Dargestellt 
sind die MW ± SD aus jeweils 3 Proben/Zeitpunkt  
(*: P<0,05 im Vergleich zum Kontroll-Serum zum 




Abb. 16: Einfluss virusspezifischer Antikörper auf die CVB3H3-Infektion humaner 
Raji-Zellen. Die Zellen wurden mit CVB3H3 (m.o.i. 10) infiziert, wobei zuvor entweder 
(A) die Virussuspension oder (B) das Zellpellet mit verdünntem (1:200) Anti-CVB3- 
bzw. Kontroll-Serum für 1 h bei 37 °C vorinkubiert wurde. Mittels TCID50-Test erfolgte 
die Bestimmung der intrazellulären Virustiter zu den angegebenen Zeitpunkten p. i. In 
(B) sind die MW ± SD aus jeweils 3 Proben/Zeitpunkt dargestellt. 
 
Wie Abbildung 17 darstellt, kam es mit zunehmender Verdünnung des murinen Serums 
und der damit verbundenen Ausdünnung CVB3-spezifischer Antikörper zu einer stetigen 
Abnahme der intrazellulären Virusmenge. Der bei einer Verdünnung von 1:100 beobach-
tete Effekt einer gesteigerten Virusaufnahme im Vergleich zu Kontrollkulturen, war bei 
einer Verdünnung von 1:250 bereits signifikant geringer (P<0,05) und bei 1:500- bzw. 
1:1000-verdünntem Serum vollständig aufgehoben (P<0,005). Zellen dieser Kulturen ent-
hielten dabei in etwa gleiche Partikelkonzentrationen wie die Kontrollkulturen. Dagegen 
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Abb. 17: Abhängigkeit der Infektiösität von CVB3 für murine CD19+ B-
Lymphozyten vom Verdünnungsgrad des Anti-CVB3-Serums. Murine B-
Lymphozyten wurden mit CVB3H3 (m.o.i. 10) infiziert, welches zuvor mit unter-
schiedlich stark verdünntem (1:100-1:1000) murinen Anti-CVB3- bzw. Kontroll-
Serum für 1 h bei 37 °C vorinkubiert wurde. Zwei St unden p. i. erfolgte die Be-
stimmung der Viruskonzentrationen im Zellpellet mittels TCID50-Test. Darge-
stellt sind die MW ± SD aus jeweils 3 Proben/Verdünnungsstufe (*: P<0,05 








Abb. 18: Einfluss von Protein A auf die 
durch Anti-CVB3-Serum vermittelte 
Virusaufnahme in murine CD19+ B-
Lymphozyten. Das zur Infektion muriner 
B-Zellen verwendete CVB3H3 (m.o.i. 10) 
wurde mit 1:100-verdünntem Serum vo-
rinkubiert, welches zuvor entweder mit 
200 µg/ml Protein A versetzt wurde oder 
unbehandelt blieb (IKZ: 30 min RT). Die 
Bestimmung der intrazellulären Virustiter 
erfolgte 2 h p. i. mittels TCID50-Test. Dar-
gestellt sind die MW ± SD aus jeweils 3 
Proben/Gruppe (**: P<0,005 im Vergleich 
zur unbehandelten Kontrolle im Student t-
Test). 
 
Die aufgrund dieser Ergebnisse vermutete Beteiligung von Antikörpern an der Serum-
vermittelten Virusaufnahme in CD19+ B-Zellen konnte durch die Behandlung des zur Vor-
inkubation von CVB3H3 (m.o.i. 10) verwendeten Serums mit 200 µg/ml Protein A (30 min 
bei RT), welches an die Fc-Fragmente von Immunglobulinen bindet, bestätigt werden. 
























































trazellulären Virustiter um 61 % im Vergleich zu B-Zellkulturen zu beobachten, deren Vi-
ruspartikel vor der Infektion mit unbehandeltem Anti-CVB3-Serum inkubiert worden wa-
ren. 
 
4.2.2.2 Neutralisierende Eigenschaft des murinen Anti-CVB3-Serums 
Da gesteigerte intrazelluläre CVB3-Mengen ausschließlich durch die Vorinkubation mit 
Serum erreicht wurden, welches virusspezifische Antikörper enthielt, sollte zusätzlich die 
neutralisierende Wirkung der verwendeten Serumkonzentration auf CVB3H3 analysiert 
werden. Dafür wurde die bei allen Untersuchungen eingesetzte konstante Virusmenge 
von 10 m.o.i. im Verhältnis 1:1 mit verschiedenen Verdünnungsstufen des murinen Anti-
CVB3-Serums versetzt und für 1 h bei 37 °C inkubier t. Anschließend erfolgte eine Be-
stimmung der Konzentration noch infektiöser Viruspartikel mittels TCID50-Test (Abb. 19A). 
Während murines Anti-Serum in den Verdünnungsstufen 1:20 und 1:40 eine deutlich 
neutralisierende Aktivität zeigte, wurde die eingesetzte Virusmenge nur in geringem Maße 
durch das unter Versuchsbedingungen eingesetzte 1:100-verdünnte Serum reduziert. 
Höher verdünntes murines Serum sowie Kontroll-Serum in den Verdünnungen 1:20 und 

































































































Abb. 19: CVB3-neutralisierende Wirkung verschiedener Verdünnungsstufen des Anti-CVB3- 
bzw. Kontroll-Serums. Eine Menge an CVB3H3, welche bei einer Zellzahl von 1 x 106 einer m.o.i. 
10 entspricht, wurde im Verhältnis 1:1 mit unterschiedlich stark verdünntem murinen (A) Anti-
CVB3-Serum bzw. (B) Kontroll-Serum versetzt und für 1 h bei 37 °C inku biert. Negativkontrollen 
wurden mit Zellkulturmedium versetzt [ohne Serum]. Anschließend erfolgte die Titration dieser 
Suspensionen auf GMK-Zellen mittels TCID50-Test. Dargestellt sind die MW ± SD aus jeweils 3 
Proben/Verdünnungsstufe. 
 
Inwieweit die verwendete Serumverdünnung von 1:100 trotz der geringen neutralisieren-




der Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase (APAAP)-Methode untersucht. 
Dazu erfolgte in „chamber slides“ (siehe 3.4.16) zunächst eine Infektion von GMK-Zellen 
mit CVB3H3 (m.o.i. 10). Zum Zeitpunkt eines beginnenden ZPE (4 h p. i.) wurden die Zel-
len gewaschen, fixiert und anschließend für 30 min mit verschiedenen Konzentrationen 
des murinen Anti-CVB3-Serums inkubiert. Um die Spezifität der folgenden Immunreaktion 
für CVB3-spezifische Antikörper nachzuweisen, erhielten Kontrollkulturen entweder das 
sehr gering verdünnte Serum aus nicht infizierten Mäusen oder blieben unbehandelt. Das 
Ergebnis der folgenden APAAP-Reaktion ist in Abbildung 20 dargestellt. Wie erwartet, 
zeigten die Kulturen, die mit einer der beiden neutralisierenden Verdünnungsstufen (1:20 
[A]/1:40 [B]) inkubiert worden waren, eine intensive Rotfärbung. In einer Vielzahl der infi-
zierten Zellen war dabei der Zellkern mit einer deutlich helleren Färbung klar erkennbar, 
was eine virale Replikation im Zytoplasma verdeutlicht. Aber auch das 1:100-verdünnte 
Serum war trotz geringer neutralisierender Aktivität noch sehr gut in der Lage, CVB3-
spezifische Antigene zu detektieren (Abb. 20 [C]). Diese Eigenschaft wurde ab einer Ver-
dünnung von 1:250 [D] deutlich geringer und Kulturen, die 1:1000-verdünntes Serum er-
halten [F] hatten unterschieden sich mit einer leicht rosafarbenen Hintergrundfärbung 
nicht mehr von Kontroll-Serum-behandelten Zellen [G]. Die fehlende Farbreaktion in un-




Abb. 20: Detektion viraler Antigene mittels APAAP-Methode unter Verwendung verschiede-
ner Anti-CVB3-Serum-Verdünnungsstufen. GMK-Zellen wurden mit CVB3H3 infiziert. Nach 4 h 
erfolgte eine Fixierung und anschließend eine 30-minütige Inkubation der Zellen mit unterschiedlich 
konzentriertem Anti-CVB3-Serum (A-F). Negativkontrollen erhielten entweder 1:20-verdünntes 
Kontroll-Serum (G) oder kein Serum (H). Gebundene Antikörper wurden nach mehreren Wasch-
schritten mit Hilfe der APAAP-Reaktion detektiert (Verdünnungsstufen Anti-CVB3-Serum [A-F]: 





4.2.2.3 Beteiligung zellulärer Fcγ-Rezeptoren an der gesteigerten CVB3-Infektiösität 
für murine CD19+ B-Zellen 
Ein bei vielen RNA-Viren, darunter vor allem Flaviviren aber auch CVB4, verbreiteter Me-
chanismus der Antikörper-abhängigen Steigerung der Infektiösität wird über zelluläre Fcγ-
Rezeptoren (FcγR) vermittelt. Diese vor allem auf Zellen des Immunsystems lokalisierten 
Rezeptoren binden dabei Virus-Antikörper-Komplexe und gewährleisten ein effizienteres 
Eintreten dieser Pathogene in die Wirtszelle [318]. Die Beteiligung des auf B-
Lymphozyten exprimierten FcγRII (CD32) an der gesteigerten Infektiösität von CVB3H3 
für murine B-Zellen wurde zunächst mit Hilfe von entsprechenden Antikörpern für diese 
Rezeptoren untersucht. Die Blockierung der FcγR auf murinen CD19+ B-Lymphozyten 
erfolgte dabei unter Verwendung eines FITC-markierten Antikörpers, der sowohl gegen 
den murinen FcγRII als auch gegen den murinen FcγRIII (CD16) gerichtet war. Um die 
Bindung dieses Immunglobulins an entsprechende Oberflächenmoleküle der verwendeten 
CD19+ B-Lymphozyten unter den geplanten experimentellen Bedingungen nachzuweisen, 
erfolgte zunächst eine Inkubation (90 min bei 37 °C ) nicht infizierter Zellen mit einer ver-
gleichsweise geringen Antikörperkonzentration. Unter Fluoreszenzlicht waren diese Lym-
phozyten im Gegensatz zu nicht behandelten Kontrollen durch eine deutlich grün leuch-
tende Zelloberfläche gekennzeichnet (Abb. 21), was zum einen auf ein zahlreiches Vor-
handensein von FcγR auf CD19+ B-Lymphozyten schließen lies und zum anderen eine 
gute Bindungseigenschaft des FITC-gekoppelten anti-FcγR-Antikörpers für die entspre-
chenden Epitope widerspiegelte. 
 
 
Abb. 21: Nachweis der Bin-
dung CD32/CD16-spezifi-
scher Antikörper an FcγR 
auf murinen CD19+ B-Zel-
len. Primäre murine B-Zellen 
wurden mit einem FITC-
markierten anti CD32/CD16-
Antikörper (0,5 µg/106 Zel-
len) inkubiert. Kontrollkultu-
ren erhielten keine Antikör-
persuspension (∅). Die De-
tektion erfolgte mittels Fluo-
reszenzmikroskopie (Ver-
größerung: 400x).  
 
 
Für die folgenden Untersuchungen zur Beteiligung dieser FcγR an der Antikörper-
abhängigen Steigerung der Infektiösität wurden Virussuspensionen (m.o.i. 10) wie in den 




spezifischem Kontroll-Serum vorinkubiert und anschließend zu CD19+ B-Lymphozyten 
gegeben, welche zuvor mit steigenden Konzentrationen von anti-FcγR-Antikörpern be-
handelt worden waren. Zwei Stunden p. i. war dabei in Kulturen ohne anti-FcγR-Antikörper 
(0 µg) eine signifikant gesteigerte Aufnahme von opsonierten Viruspartikeln im Vergleich 
zu Kontroll-Serum-behandelten Virionen ins Zellinnere detektierbar (P<0,05, nicht darge-
stellt). Wie Abbildung 22 zeigt, konnte dieser Effekt allerdings überraschenderweise nicht 
durch die Blockierung der zellulären FcγR mit Hilfe des anti-CD32/CD16-Antikörpers ab-
geschwächt bzw. inhibiert werden. Vielmehr steigerte sich die intrazelluläre Viruskonzent-
ration zu diesem Zeitpunkt mit zunehmender Antikörpermenge zum Teil signifikant 
(P<0,05) um das 2-4 fache im Vergleich zu unbehandelten Kontrollkulturen. Im Gegensatz 
dazu hatte diese Behandlung keinen Einfluss auf die Aufnahme Kontroll-Serum-























































































Abb. 22: Einfluss CD32/CD16-spezifischer Antikörper auf die durch Anti-CVB3-Serum 
vermittelte Virusaufnahme in murine CD19+ B-Lymphozyten. Nach einer Inkubation (90 
min 37 °C) muriner B-Zellen mit einem anti-CD32/CD1 6-Antikörper in verschiedenen Kon-
zentrationen wurden diese Zellen mit CVB3H3 (m.o.i. 10) infiziert, welches zuvor im Verhält-
nis 1:1 mit verdünntem (1:100) murinen Anti-CVB3- bzw. Kontroll-Serum vorinkubiert wurde 
(1 h 37 °C). Kontrollkulturen erhielten vor Infekti on keine Antikörpersuspension. Zwei Stun-
den p. i. erfolgte die Bestimmung der intrazellulären Virustiter mittels TCID50-Test. Dargestellt 
sind die relativen prozentualen MW ± SD aus 3 Proben/Gruppe in Bezug auf die jeweilige 
unbehandelte Kontrolle = 100 % (*: P<0,05 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle im Stu-
dent t-Test). 
 
Bestätigt wurde diese Beobachtung durch eine Western Blot-Analyse CVB3H3/EGFP-
infizierter CD19+ B-Zellen (m.o.i. 2,5), die ebenfalls vor der Infektion mit verschiedenen 
Konzentrationen des anti-FcγR-Antikörpers vorinkubiert worden waren (Abb. 23). Dabei 





Abb. 23: Untersuchung der Wirkung CD32/CD16-spezifischer Antikörper auf die 
Anti-CVB3-Antikörper-vermittelte Virusaufnahme in murine CD19+ B-Zellen mit-
tels Western Blot-Analyse. Die murinen B-Lymphozyten wurden zunächst für 90 min 
bei 37 °C mit verschiedenen Konzentrationen an anti -CD32/CD16-Antikörper inku-
biert. Anschließend erfolgte eine Infektion mit Anti-CVB3-Serum-vorinkubiertem (1 h 
37 °C) CVB3H3/EGFP (m.o.i. 2,5). Nach 3 d wurden je  60 µg Protein pro Probe in ei-
nem 12,5 %-igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Bei einer folgenden Western Blot-
Analyse wurden spezifische monoklonale Antikörper zur Detektion des viral gebilde-
ten EGFP (27 kDa) eingesetzt (M: Proteinmarker). 
 
Um diese Ergebnisse zu bestätigen, erfolgte im oben beschriebenen Versuchsablauf an-
stelle einer Behandlung der Zellen mit der CD32/CD16-spezifischen Antikörper-
Suspension eine Vorinkubation der murinen CD19+ B-Lymphozyten mit einem kommer-
ziell erhältlichen FcR-Blockierungs-reagenz (Miltenyi Biotech). Dieses üblicherweise wäh-
rend einer MACS sehr seltener Zellpopulationen eingesetzte Gemisch aus verschiedenen 
murinen Immunglobulinen blockiert effizient alle Fc-Bindestellen auf FcγR-tragenden Zel-
len. Abbildung 24 stellt die zu den jeweiligen unbehandelten Kontrollkulturen relativen 
intrazellulären Virustiter 2 h nach der Infektion mit Serum-vorinkubiertem CVB3H3 dar. 
Dabei ist, in Übereinstimmung mit den vorangegangenen Experimenten, deutlich zu er-
kennen, dass auch hier mit zunehmender Konzentration an Blockierungsreagenz Anti-
Serum-behandelte Viruspartikel scheinbar effizienter ins Innere der B-Zellen gelangen, 
während in entsprechenden Kontroll-Serum-Kulturen keine Steigerung der intrazellulären 





























































































Abb. 24: Wirkung eines FcR-Blockierungsreagenz auf die anti-CVB3-Anti-
körper-vermittelte Virusaufnahme in murine CD19+ B-Lymphozyten. Suspensi-
onen muriner B-Zellen wurden im Verhältnis 1:10 bzw. 1:5 mit einem FcR-
Blockierungsreagenz inkubiert (10 min bei 4 °C). Ko ntrollkulturen blieben unbehan-
delt. Zwei Stunden nach der Infektion dieser Zellen mit Anti-CVB3- bzw. Kontroll-
Serum-vorinkubiertem (1 h 37 °C) CVB3H3 (m.o.i. 10)  erfolgte die die Bestimmung 
der intrazellulären Virustiter. Dargestellt sind die relativen prozentualen MW ± SD 
aus 3 Proben/Gruppe in Bezug auf die jeweilige unbehandelte Kontrolle = 100 %. 
 
 
4.2.2.4 Beteiligung des Komplementsystems an der gesteigerten CVB3-Infektiösität 
für murine CD19+ B-Zellen 
Da die Untersuchungen zur Blockierung der zellulären FcγR darauf schließen ließen, dass 
die Antikörper-abhängige Steigerung der CVB3H3-Aufnahme in CD19+ B-Zellen nicht o-
der nur geringfügig über diese Rezeptoren vermittelt wird, sollte im weiteren Verlauf die 
Beteiligung des Komplementsystems analysiert werden. Dafür wurde zunächst ein klassi-
sches Komplement-Inhibierungsexperiment durchgeführt, bei dem das zur Vorinkubation 
von CVB3H3 (m.o.i. 10) verwendete verdünnte Serum zunächst für 30 min bei 56 °C er-
hitzt wurde. Anschließend erfolgte die Infektion primärer muriner CD19+ B-Lymphozyten 
mit dieser Virussuspension. Abbildung 25 zeigt, dass 2 h p. i. die ursprünglich signifikant 
(P<0,005) gesteigerte Viruskonzentration in B-Zellen, die mit Anti-CVB3-Serum-vorinku-
bierten Viruspartikeln infiziert wurden, durch ein Erhitzen signifikant (P<0,05) um 45 % 
reduziert werden konnte. Intrazelluläre Virustiter in Kontroll-Serum-Kulturen blieben dage-








zu untersuchen, sollte 
zunächst analysiert 
werden, ob und inwie-
weit eine Komplement-




kel in CD19+ B-Zellen 
von Bedeutung ist. 
Eine Differenzierung 
zwischen dem klassi-
schen und dem alter-
nativen Weg der Kom-
plementinitiation er-
folgte dabei durch die 
Vorbehandlung des 
verwendeten Serums 
mit zwei verschiedenen Chelatoren, die stabile Komplexverbindungen mit Kationen ein-
gehen. Aus mit Ethylendiamintetraacetat (EDTA; 10 mM) versetztem Serum wurde ioni-
siertes Kalzium (Ca2+) und Magnesium (Mg2+) entfernt, was eine Inhibierung beider 
Komplement-Aktivierungswege zur Folge hatte. Eine Behandlung mit Ethylenglycol-
tetraacetat (EGTA; 10 mM) führte dagegen hauptsächlich zur Bindung freier Kalzium-
Ionen, was vorrangig zu einer Blockierung des Ca2+-abhängigen, klassischen Aktivie-
rungsweges führte. Da die Bindung von anderen Kationen durch EGTA allerdings nicht 
ausgeschlossen werden kann, wurden dem mit diesem Chelator versetzten Serum addi-
tiv Mg2+-Ionen (7 mM) zugesetzt, um die Komplement-Aktivierung über den von diesen 
Ionen stark abhängigen alternativen Weg zu gewährleisten. Nach einer 30-minütigen 
Inkubation des verdünnten Serums mit diesen Substanzen bei RT erfolgte die Zugabe 
von CVB3H3 (m.o.i. 10) und eine Stunde (bei 37 °C) später die Infektion primärer CD19+ 
B-Lymphozyten. Zwei Stunden p. i. wurden die intrazellulären Virustiter bestimmt und 















Abb. 25: Effekt einer Hitze-Behandlung von murinem Anti-
CVB3-Serum zur Komplementinaktivierung auf die anti-CVB3-
Antikörper-vermittelte Virusaufnahme in murine CD19+ B-
Lymphozyten. Das zur Infektion muriner B-Zellen verwendete 
CVB3H3 (m.o.i. 10) wurde mit 1:100-verdünntem Anti-CVB3- bzw. 
Kontroll-Serum vorinkubiert (1 h 37 °C), welches zu vor einer 30-
minütigen Hitze-Inaktivierung bei 56 °C unterzogen wurde oder 
unbehandelt blieb. Die Bestimmung der intrazellulären Virustiter 
erfolgte 2 h p. i. mittels TCID50-Test. Dargestellt sind die MW ± SD 
aus jeweils 3 Proben/Gruppe (*: P<0,05 im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrolle, **: P<0,005 in Bezug auf entsprechende Kon-






























































(P<0,005) verstärkte Aufnahme anti-CVB3-Antikörper-behandelter Viruspartikel nur sehr 
leicht durch den Einsatz der beiden Chelatbildner reduziert werden konnte. Mit einer 
Senkung der intrazellulären Viruskonzentration um 23 % stellte sich die Zugabe von 
EGTA in Kombination mit Mg2+-Ionen als am wirkungsvollsten dar, was auf eine gering-
fügige Beteiligung des klassischen Wegs der Komplement-Aktivierung bzw. in diesen 

























































Abb. 26: Wirkung einer Hemmung der Komplementaktivierung im 
murinen Anti-CVB3-Serum auf den Antikörper-abhängigen Virusein-
tritt in murine CD19+ B-Lymphozyten. Die murinen B-Zellen wurden mit 
CVB3H3 (m.o.i. 10) infiziert, welches zuvor mit verdünntem Anti-CVB3- 
bzw. Kontroll-Serum für 1 h bei 37 °C vorinkubiert wurde. Zusätzlich wur-
den dabei die verwendeten Seren vor Zugabe zur Virussuspension ent-
weder mit EDTA, EGTA + MgCl2 oder nur mit EGTA versetzt (IKZ: 30 min 
RT) oder blieben unbehandelt. Die Bestimmung der 2 h p. i. im Zellinneren 
vorliegenden Virustiter erfolgte mittels TCID50-Test. Dargestellt sind die 
MW ± SD aus jeweils 3 Proben/Gruppe (**: P<0,005 im Vergleich zum 
Kontroll-Serum im Student t-Test). 
 
4.3 Untersuchungen zur Infektion CD19+ B-Lymphozyten in vivo 
4.3.1 Verteilung CD19+ B-Zellen in CVB3-infizierten Geweben der Maus 
Neben der zellulären Immunreaktion, die zumeist über CD4+ T-Helferzellen und CD8+ CTL 
vermittelt wird, stellt auch die humorale Immunantwort des Wirtes einen bedeutenden 
Zweig des Immunsystems zur Kontrolle und Bekämpfung einer CVB3-Infektion dar. Dabei 
werden B-Lymphozyten aktiviert, zu infizierten Geweben rekrutiert und zur Bildung virus-
spezifischer Antikörper angeregt. Wie Abbildung 27 zeigt, konnten CD19+ B-Zellen mit 
Hilfe einer immunhistochemischen Analyse in verschiedenen Geweben CVB3H3-
infizierter BALB/c-Mäuse als bräunlich gefärbte Zellen nachgewiesen werden. Während in 




sichtbar waren (Abb. 27A), ließen sich nach intraperitonealer (i. p.) CVB3-Injektion bereits 
2 d p. i. erste B-Lymphozyten im Pankreas nachweisen. Weitere 5 d später (7 d p. i.) wa-
ren dann auch im infizierten Herzgewebe Infiltrate aus CD19+ Zellen sichtbar. In der Milz 
konnte zudem anhand der deutlichen Zunahme positiver Signale eine B-Zellproliferation 
beobachtet werden (Abb. 27B). Wurde der gegen CD19 gerichtete Antikörper bei Durch-
führung des immunhistochemischen Verfahrens nicht zugegeben, traten in keinem der 
infizierten Gewebe positive Signale auf, was die Spezifität dieser Detektionsmethode bes-
tätigte (Abb. 27C). Zusätzlich erfolgte nach einer RNA-Isolierung aus allen Geweben eine 
CD19-spezifische PCR. Dabei war in allen Organen, die während der immunhistologi-
schen Analyse CD19-positive Signale aufwiesen, auch die Amplifikation eines 410 bp 
großen PCR-Fragmentes möglich. Im Pankreas- und Herzgewebe nicht infizierter Kon-




Abb. 27: Detektion muriner CD19+ B-Zellen in CVB3-infizierten Geweben. Nach der Infektion 
männlicher BALB/c-Mäuse mit CVB3H3 erfolgte die Isolation des Pankreasgewebes einiger Tiere 
2 d p. i. Herz und Milz wurden hingegen erst 7 d p. i. entnommen. Die aus diesen Proben angefer-
tigten Gefrierschnitte wurden anschließend unter Verwendung eines spezifischen anti-CD19-
Antikörpers immunhistochemisch gefärbt und mikroskopisch ausgewertet (Pfeile: bräunlich gefärb-
te CD19+ B-Zellen; ∅ 1. AK: Immunhistochemie ohne den ersten Antikörper; Vergrößerung: 200x). 
Für den Nachweis einer Transkription des CD19-Gens in den jeweiligen Geweben wurde nach 
RNA-Isolation und Reverser Transkription eine CD19-spezifische PCR durchgeführt (spezifisches 




4.3.2 CVB3-Infektion muriner CD19+ B-Zellen in vivo 
Wie In vivo-Ergebnisse von Mena et al. zeigen, werden nach einer i. p. CVB3-Injektion 
immunkompetenter C57BL/6-Mäuse B220+ B-Zellen infiziert [232]. Während nach 24 h 
noch keine B-Lymphozyten detektiert werden konnten, die infektiöse Viruspartikel enthiel-
ten, war 3 d p. i. eine maximale Anzahl (ca. 1 %) der Zellen infiziert. Weitere 24 h später 
(4 d p. i.) sank diese Menge auf etwa 0,5 % ab.  
 
Um diese Ergebnisse für das eigene murine Modell bzw. für die daraus isolierten primären 
CD19+ B-Lymphozyten zu bestätigen, wurden zunächst immunkompetente BALB/c-
Mäuse i. p. mit CVB3H3 (100 LD50) infiziert. An verschiedenen Tagen (1 d, 3 d, 4 d) p. i. 
erfolgte die Isolation CD19+ B-Zellen aus dem Milzgewebe von jeweils 3 Tieren mittels 
MACS-Technologie. Nach RNA-Extraktion aus den gewonnen Zellen, Reverser Transkrip-
tion und einer sich anschließenden für das Viruskapsid-Protein VP1 spezifischen PCR 
konnte gezeigt werden, dass in CD19+ B-Lymphozyten bereits 24 h nach der Infektion 
eine geringe Expression viraler Gene stattfand (Abb. 28A). Drei und vier Tage p. i. waren 
deutliche VP1-Banden sichtbar. Die Amplifikation des zellulären β-Aktins diente zur Kon-
trolle der RNA-Isolation und cDNA-Synthese. 
Zusätzlich konnten mittels strangspezifischer RT-PCR in RNA-Präparationen aus CD19+ 
B-Zellen, die 3 d p. i. isoliert wurden, neben genomischer Plus-Strang-RNA auch virale 
Negativ-Strang-Intermediate nachgewiesen werden, die eine in diesen Zellen stattfinden-
de aktive Virusvermehrung vermuten ließen (Abb. 28B). Neben dem qualitativen Genom-
Nachweis erfolgte auch eine quantitative Analyse der viralen RNA mittels real time-RT-
PCR, wobei durchschnittlich 1,5 x 106 cDNA-Moleküle für Plus-Strang-RNA/0,25 µg RNA 
bzw. 7 x 104 cDNA-Moleküle für Minus-Strang-RNA/0,25 µg RNA detektiert wurden, was 
einem Verhältnis von 21:1 entspricht.  
Diese CVB3-Infektion muriner CD19+ B-Zellen konnte durch ICA bestätigt werden, wobei 
aus den 3 d und 4 d p. i. gewonnenen Lymphozyten verschiedene Verdünnungen mit be-
kannter Zellzahl hergestellt und auf einen konfluenten GMK-Zellrasen aufgetragen wur-
den. Nach Immobilisierung der Zellen durch eine Agarschicht und einer IKZ von 3 d wur-
den die entstandenen Plaques, deren Anzahl der infizierter B-Zellen entsprach, fixiert, 
gefärbt und ausgezählt. Abbildung 28C zeigt, dass 3 d p. i. nur etwa 0,2-0,3 % der CD19+ 
B-Zellen mit CVBH3 infiziert waren. Einen weiteren Tag später (4 d p. i.) war dieser Pro-
zentsatz dann noch geringer (0,1-0,2 %) und 24 h p. i. konnte mittels ICA keine Infektion 

































































































Abb. 28: Untersuchung primärer CD19+ B-Lymphozyten aus murinem Milzgewebe nach ei-
ner CVB3-Infektion in vivo. Männliche BALB/c-Mäuse wurden mit einer Dosis von 100 LD50 
CVB3H3 infiziert. Zu den angegebenen Zeiten p. i. wurden Milzzellsuspensionen (aus jeweils 3 
Tieren) hergestellt und anschließend erfolgte die Isolation der CD19+ B-Lymphozytenpopulation 
mittels MACS. Aus diesen Zellen wurde RNA extrahiert, danach erfolgte (A) der Nachweis viraler 
Genome nach RT-PCR mit Hilfe einer VP1-spezifischen PCR (spezifisches Amplikon: 851 bp; Kon-
troll-PCR für murines β-Aktin mit spezifischem Amplikon: 582 bp) und (B) der Nachweis von viralen 
Positiv- und Negativ-RNA-Strängen mittels PCR (Primer: EV1+EV2, spezifisches Amplikon: 
145 bp) nach einer strangspezifischen RT-PCR mit je einem der Primer [(-): EV1 für Minus-Stränge 
bzw. (+): EV2 für Plus-Stränge] ([Ko]: B-Zellen aus nicht infizierten Kontrollmäusen, [+ CVB3]: B-
Zellen aus infizierten Mäusen; [M]: DNA-Marker) Ein Teil der isolierten B-Zellen wurde in ICA zur 
Bestimmung der Anzahl CVB3-infizierter Lymphozyten eingesetzt (C). Dargestellt sind jeweils die 
MW ± SD aus jeweils 3 ICA. 
 
Um die Sensitivität eines ICA zu ermitteln, wurden entsprechend den Angaben von Mena 
et al. (1999) Positivkontroll-Experimente durchgeführt [232]. Dafür erfolgte eine Inkubation 
von GMK-Zellen mit einer definierten Menge an CVB3H3 (m.o.i. 10), wobei davon ausge-
gangen wurde, dass bei dieser hohen Partikelzahl jede Zelle infiziert wird. Nach mehrma-
ligem Waschen des Zellrasens wurden die Zellen abgelöst, verdünnt und ebenfalls auf 
einen konfluenten GMK-Zellrasen aufgetragen. Das Auszählen der nach 3 d entstande-
nen Plaques zeigte, dass bei 100 aufgetragenen infizierten Zellen durchschnittlich nur 
etwa 35 Lysehöfe entstehen, d. h. in etwa dreimal weniger als gemäß der eingesetzten 
Zellzahl erwartet wurde (Abb. 29). Aufgrund dessen ist der durch den ICA ermittelte Pro-
zentsatz virus-positiver Zellen etwa 3-fach niedriger als der tatsächliche Anteil infizierter 










Abb. 29: Untersuchung zur 
Sensitivität eines ICA. GMK-
Zellen wurden mit CVB3H3 
(m.o.i. 10) infiziert. Nach mehr-
maligem Waschen und Zählen 
der Zellen wurden verschiedene 
Verdünnungsstufen hergestellt 
und auf konfluente GMK-
Zellrasen aufgetragen. Drei Tage 
später erfolgte nach einer Fär-
bung der Zellen mit Kristallviolett 
das Auszählen der Lysehöfe. 
Dargestellt sind die MW ± SD der 
entstandenen Plaqueanzahl aus 
3 ICA (grün) bei konstant 100 
aufgetragenen infizierter Zellen 
(schwarz) und zusätzlich das 
Verhältnis ausgezählter Plaques 
im Vergleich zur Anzahl einge-
setzter Zellen = 100 %. 
 
 
4.3.3 Einfluss CVB3-spezifischer Antikörper auf in vivo infizierte CD19+ B-Zellen 
Im murinen Modell der CVB3-induzierten Myokarditis konnte gezeigt werden, dass nach 
einer CV-Primärinfektion von immunkompetenten Mäusen mit dem Serotyp B2 eine nach 
vier Wochen folgenden Sekundärinfektion mit CVB3 zu deutlich schwerwiegenderen Ent-
zündungen des Herzmuskels führte als bei Tieren, die ausschließlich mit einem der bei-
den heterologen Viren infiziert wurden [16]. Girn et al. vermuteten später eine, durch die 
bereits vorhandenen CVB2-spezifischen und mit CVB3 kreuzreagierenden Antikörper 
vermittelte, Verstärkung der Zweitinfektion als mögliche Ursache für diese Beobachtung 
[103]. Um zu untersuchen, ob die in den vorangegangenen In vitro-Versuchen (vgl. 4.2.2) 
nachgewiesene gesteigerte Aufnahme Antikörper-konjugierter coxsackieviraler Partikel in 
murine CD19+ B-Lymphozyten der Milz ebenfalls eine Rolle während einer CVB3-Infektion 
in der Maus spielen könnte, wurde ein In vivo-Experiment mit BALB/c-Mäusen, eingeteilt 
in 5 verschiedene Inokulationsgruppen, durchgeführt (Tab. 7). Während 3 Versuchstier-
gruppen zuerst unbehandelt blieben, erhielten alle anderen Mäuse zur Induktion virusspe-
zifischer Antikörper eine nicht letale Dosis von 106 pfu/0,2 ml des CVB3-Stammes M2 
[206]. Zwei Wochen später wurde bei diesen Tieren eine Booster-Infektion in gleicher 
Weise durchgeführt und nach weiteren 14 Tage erfolgte die Bestimmung CVB3-
neutralisierender Antikörper aus arteriellem Blut mittels Neutralisationstest. Dabei wiesen 
alle Tiere spezifische Immunglobulin-Titer zwischen 1:10 und 1:40 auf. Eine Maus ver-
starb einen Tag nach der zweiten CVB3M2-Inokulation. Die folgende i. p. Infektion mit 
dem deutlich virulenteren CVB3H3 [190] (5 x 104 pfu/Tier) erfolgte, wie Tabelle 7 zeigt, 
nur bei einigen Mäusen, wobei bei einer der Versuchsgruppen die zu inokulierende Virus-


























































































rinem Anti-CVB3-Serum vorinkubiert wurde. Während sich nach einer 3-tägigen IKZ jedes 
Tier der Gruppen 1, 4 und 5 in einem sehr guten Gesundheitszustand mit Normalgewicht 
befand, zeigten die einmalig CVB3H3-infizierten Mäuse (Gruppe 2) leichte aber deutliche 
Krankheitszeichen. Die Inokulation mit opsonierten Viruspartikeln (Gruppe 3) hatte hinge-
gen schwerwiegende äußerliche Symptome wie hohen Gewichtsverlust, Störungen im 
Bewegungsablauf und struppiges Fell zur Folge, wobei eine Maus noch vor dem geplan-
ten Sektionstermin starb. Allen überlebenden Tieren wurden schließlich 3 d nach der 
CVB3H3-Infektion Gewebsproben aus Pankreas, Milz und Herz sowie das Blut steril ent-
nommen und für die verschiedenen Untersuchungen und Zellpräparationen vorbereitet. 
 
Tab. 7: Inokulationsschema zur Untersuchung muriner CD19+ B-
Lymphozyten nach verschiedenen In vivo-Infektionen. Fünf Gruppen 
männlicher BALB/c-Mäuse wurden in verschiedenen Abfolgen mit zwei 
unterschiedlichen CVB3-Stämmen infiziert. Gruppe 1: nicht infizierte 
Kontrolle [Ko], Gruppe 2: Infektion mit 5 x 104 pfu CVB3H3 [H3], Gruppe 
3: Infektion mit 5 x 104 pfu CVB3H3, welches vor der Injektion mit anti-
CVB3-Antikörper-haltigem Mausserum vorinkubiert (1 h 37 °C) wurde 
[H3 (opsoniert)], Gruppe 4: zwei Infektionen mit je 106 pfu CVB3M2 im 
Abstand von 14 Tagen [M2], Gruppe 5: 2 Infektionen mit je 106 pfu 
CVB3M2 im Abstand von 14 d und weitere 2 Wochen später Sekundär-
infektion mit 5 x 104 pfu CVB3H3 [M2+H3] ([+]: Infektion zum angegebe-









Tag: 1 14 24  
 ↓ ↓ ↓  
Gruppe 
   
Bezeichnung 
1 / / / Ko 
2 / / + H3 
3 / / + H3 (opsoniert) 
4 + + / M2 
5 + + + M2 + H3 
  
 
Die Bestimmung der Viruslast in den einzelnen Organen bzw. im Serum erfolgte mittels 
TCID50-Test. Dabei konnten bei allen Tieren der Gruppen 1, 4 und 5 weder in den Ge-
webssuspensionen noch im Serum infektiöse Partikel nachgewiesen werden. Die Virusti-
ter aus Pankreas, Milz und Herz sowie dem Serum aller anderen Tiere sind gruppenweise 
gemittelt in Abbildung 30 dargestellt. Dabei wird deutlich, dass im Kontrast zum äußerlich 
schwerwiegenderen Krankheitszustand der Tiere, welche mit opsoniertem CVB3H3 infi-




im Herzgewebe von Mäusen der Gruppe 2. In den beiden anderen analysierten Organen 
und im Serum wiesen dagegen die mit unbehandeltem CVB3H3-infizierten Tiere eine 















































































































































































Abb. 30: Viruslast verschiedener Organe und des Serums nach Infektion von BALB/c-
Mäusen mit Anti-CVB3-Serum-vorinkubiertem bzw. unbehandeltem CVB3H3. Männliche 
BALB/c-Mäuse wurden mit 5 x 104 pfu CVB3H3 [H3] infiziert, wobei die Virussuspension für eine 
der zwei Gruppen vor der Inokulation mit anti-CVB3-Antikörper-haltigem Mausserum vorinkubiert 
wurde [H3 (opsoniert)]. Drei Tage p. i. wurde allen überlebenden Tieren das Pankreas, Milz- und 
Herzgewebe sowie das Serum steril entnommen. Die Viruslast wurde mittels TCID50-Test be-
stimmt. Dargestellt sind die MW ± SD aus 3-4 Tieren/Inokulationsgruppe; in (C) zusätzlich das 
Verhältnis der Virustiter im Vergleich zur CVB3H3-infizierten Kontrolle = 100 %.  
 
Weiterhin sollte im Zuge dieses Experimentes untersucht werden, ob eine der durchge-
führten Infektionsabfolgen, z. B. aufgrund vorliegender CVB3-spezifischer Antikörper im 
Serum, einen Einfluss auf die Anzahl infizierter B-Lymphozyten bzw. auf die Virusmenge 
in diesen Zellen hatte. Dazu wurden Milzgewebsproben innerhalb einer Versuchsgruppe 
gepoolt und zu Einzelzellsuspensionen aufgeschlossen. Anschließend erfolgte die Isolati-
on der CD19+ Zellpopulation mittels MACS-Technologie. Während der Prozentsatz infi-
zierter B-Zellen auch hier durch ICA bestimmt wurde, war diese Methode für einen Ver-




sächlich in die Zelle eingedrungenen Viruspartikeln und lediglich an der Oberfläche ad-
sorbierten Virionen nicht möglich war. Zusätzlich erfolgten daher die Isolation von RNA 
und eine Reverse Transkription aller mRNA-Spezies in cDNA. Für den Nachweis und die 
Quantifizierung viraler Genome wurden kurze Sequenzen der hochkonservierten 5`-NTR 
von CVB3 mittels real time-PCR amplifiziert. Wie erwartet, konnten sowohl bei nicht infi-
zierten Kontrollmäusen als auch in allen Tieren der Gruppe 4 keine virus-positiven CD19+ 
B-Lymphozyten detektiert werden. Aber auch bei solchen Tieren, welche aufgrund einer 
vorangegangenen CVB3M2-Infektion virusspezifische Antikörper gebildet hatten und spä-
ter zusätzlich mit CVB3H3 infiziert wurden, war ein Nachweis solcher Zellen mit keinem 
der beiden Analyseverfahren möglich. Ausschließlich in den Gruppen 2 und 3 zeigten 
etwa 0,4-0,6 % der analysierten B-Zellen eine CVB3-Infektion, wobei allerdings die Vorin-
kubation der inokulierten Viruspartikel mit Anti-CVB3-Serum keine wesentlichen Verände-
rung dieses Prozentsatzes zur Folge hatte (Abb. 31A). Und auch die intrazelluläre Virus-

























































































Abb. 31: Untersuchungen zur Infektion primärer CD19+ B-Lymphozyten 
nach Inokulation von BALB/c-Mäusen mit Anti-CVB3-Serum-vorinkubier-
tem bzw. unbehandeltem CVB3H3. BALB/c-Mäuse wurden mit 5 x 104 pfu 
CVB3H3 [H3] infiziert, wobei die Virussuspension für eine der zwei Gruppen vor 
der Inokulation mit anti-CVB3-Antikörper-haltigem Mausserum vorinkubiert wurde 
[H3 (opsoniert)]. Drei Tage p. i. wurden Milzgewebsproben jedes Tieres entnom-
men und gruppenweise gepoolt. Nach der Selektion CD19+ B-Zellen über MACS 
erfolgte (A) die Bestimmung der Anzahl infizierter Zellen mittels ICA sowie (B) 
nach RNA-Isolation gefolgt von Reverser Transkription ein qualitativer und quanti-
tativer Nachweis viraler Gensequenzen mittels real time-PCR. In (A) sind die MW 
± SD aus 3 ICA dargestellt.  
 
Aufgrund der in Abbildung 27 erzielten Ergebnisse wurde vermutet, dass es infolge der 
vorangegangenen In vivo-Infektionen zu einer Proliferation und damit zu einer Aktivierung 
der B-Lymphozyten im murinen Milzgewebe kam. Da daraus, Studien von Feuer et al. 




fänglichkeit für CVB3 resultieren kann, wurden die aus jeder der 5 Versuchsgruppen iso-
lierten CD19+ B-Lymphozyten zusätzlich im Hinblick auf ihre Fähigkeit, Antikörper-
vermittelt bzw. -unabhängig gesteigerte Mengen an opsonierten CVB3-Partikeln aufzu-
nehmen, analysiert. Dafür erfolgte wie schon in den vorangegangenen In vitro-
Experimenten eine Infektion der B-Zellen mit CVB3H3 (m.o.i. 10), welches zuvor entwe-
der mit 1:100-verdünntem Anti-Serum (erhitzt [30 min 56 °C bzw. nicht erhitzt) vorinkubiert 
wurde oder unbehandelt blieb. Die Bestimmung der intrazellulären Viruskonzentrationen 
erfolgte auch hier 2 h p. i. Aus Abbildung 32 ist zu erkennen, dass zu diesem Zeitpunkt B-
Lymphozyten der Gruppen 1, 4 und 5 signifikant (P<0,005) weniger unbehandelte Virio-




































































Abb. 32: Einfluss verschiedener In vivo-Infektionen auf Aufnahme von CVB3H3 in 
CD19+ B-Lymphozyten in vitro. Fünf Gruppen männlicher BALB/c-Mäuse wurden 
nach unterschiedlichen Inokulationsschemen mit CVB3 infiziert (Gruppe 1: nicht infizier-
te Kontrolle [Ko], Gruppe 2: Infektion mit 5 x 104 pfu CVB3H3 [H3], Gruppe 3: Infektion 
mit 5 x 104 pfu CVB3H3, welches vor der Injektion mit anti-CVB3-Antikörper-haltigem 
Mausserum vorinkubiert (1 h 37 °C) wurde [H3 (opson iert)], Gruppe 4: zwei Infektionen 
mit je 106 pfu CVB3M2 im Abstand von 14 d [M2], Gruppe 5: zwei Infektionen mit je 106 
pfu CVB3M2 im Abstand von 14 d und weitere 2 Wochen später Sekundärinfektion mit 
5 x 104 pfu CVB3H3 [M2+H3]). Drei Tage nach der CVB3H3-Infektion wurden die mit-
tels MACS aus Milzgewebsproben jeder Gruppe isolierten CD19+ B-Zellen in vitro mit 
CVB3H3 infiziert (m.o.i. 10). Dabei erfolgte vor dieser Infektion eine Vorinkubation der 
Virussuspension entweder mit verdünntem (1:100) unbehandeltem oder erwärmten 
(56 °C 30 min) Anti-CVB3-Serum. Kontrollzellen aus jeder In vivo-Inokulationsgruppe 
erhielten ausschließlich mit Medium vorinkubiertes Virus [ohne Serum]. Die intrazellulä-
ren Virustiter 2 h p. i. wurden mittels TCID50-Test bestimmt. Dargestellt sind die MW ± 
SD aus 3 Proben/Gruppe (*: P<0,05, **: P<0,005 im Vergleich zu B-Zellen aus Kontroll-





Wurde die Infektion jedoch mit der Anti-CVB3-Serum-behandelten Virussuspension vor-
genommen stiegen die Virustiter der B-Zellen aller Gruppen um ein Vielfaches und in na-
hezu allen Fällen signifikant an (Tab. 8). Um das 17-fache gesteigert und somit am effek-
tivsten war dabei die Aufnahme opsonierter Partikel in B-Lymphozyten, welche aus Mäu-
sen der Gruppe 5 stammten (M2 + H3). Ein Erhitzen des zur Vorinkubation verwendeten 
Anti-Serums (30 min bei 56 °C) verhinderte diesen E ffekt hingegen vollständig (Abb. 32 
und Tab. 8). Dabei waren die gemessenen intrazellulären Titer in etwa so hoch wie die 
Virusmengen, die nach der Infektion von B-Zellen der gleichen In vivo-Infektionsgruppe 
mit gänzlich unbehandeltem CVB3H3 bestimmt wurden (Tab. 8). 
 
Tab. 8: Einfluss verschiedener In vivo-Infektionen auf die Anti-CVB3-Antikörper-vermittelte 
Aufnahme von CVB3H3 in CD19+ B-Lymphozyten in vitro. Fünf Gruppen männlicher BALB/c-
Mäuse wurden nach unterschiedlichen Inokulationsschemen mit CVB3 infiziert (vgl. Abb. 32).  
Drei Tage nach der CVB3H3-Infektion wurden die mittels MACS aus Milzgewebsproben jeder 
Gruppe isolierten CD19+ B-Zellen in vitro mit CVB3H3 infiziert (m.o.i. 10). Dabei erfolgte vor dieser 
Infektion eine Vorinkubation der Virussuspension entweder mit verdünntem unbehandeltem [S] 
oder erwärmten ([S/°C], 56 °C 30 min) Anti-CVB3-Ser um. Kontrollzellen aus jeder In vivo-Inoku-
lationsgruppe erhielten ausschließlich mit Medium vorinkubiertes Virus [∅]. Die intrazellulären Vi-
ruskonzentrationen wurden 2 h p. i. mittels TCID50-Test bestimmt. In (A) ist das Verhältnis der Vi-
rustiter aus [S]-Kulturen im Vergleich zu [∅]-Kontrollen = 100 % dargestellt. (B) zeigt die Viruskon-
zentrationen in [S/°C]- bzw. [ ∅]-B-Lymphozyten im Verhältnis zu [S]-Kulturen = 100 % (*: P<0,05, 










rer Virustiter durch Erhitzen 
in vitro (→) 
 
in vivo (↓)  
∅ S S S/°C ∅ 
(1) Ko 100 % 621 % * 100 %   12 %  16 % 
(2) H3 100 %    211 % 100 %   31 % * 47 % 
(3) H3 (opsoniert) 100 % 435 % ** 100 % 39 % ** 23 % 
(4) M2 100 % 750 % ** 100 % 20 % ** 13 % 










4.3.4 Stimulation CD19+ B-Zellen durch Lipopolysaccharid 
Durch eine Stimulation mit bakteriellem LPS ist es möglich, murine B-Zellen zu aktivieren 
und zur Proliferation anzuregen [310]. Um diesen Effekt für die aus murinen Milzzellsus-
pensionen stammenden CD19+ B-Lymphozyten zu untersuchen, wurden diese für 24 h, 
48 h bzw. 72 h in LPS-haltigem (5 µg/ml) oder LPS-freiem Medium kultiviert. Die Bestim-
mung der Proliferations- bzw. Stoffwechselaktivität der B-Zellen zum entsprechenden 
Zeitpunkt erfolgte mit Hilfe eines colorimetrischen Tests, bei dem das farblose Tetrazoli-
um-Salz WST-1 nach Zugabe zum Kulturmedium, einhergehend mit einem Farbum-
schlag, von vitalen Zellen zu Formazan umgesetzt wurde. Wie Abbildung 33 zeigt, war bei 
LPS-stimulierten Zellen im Vergleich zu unbehandelten Kulturen nach 24 h eine signifikant 
(P<0,001) höhere Stoffwechselaktivität festzustellen. Zwei und drei Tage nach LPS-
Zugabe setzten diese Lymphozyten hingegen nur unwesentlich mehr WST-1 um als ent-
sprechende Kontrollzellen.  
 


















Abb. 33: Untersuchung zur Stimulation muriner CD19+ Milz-B-Zellen 
durch LPS. Primäre murine B-Zellen-Kulturen wurden entweder mit 5 µg/ml 
LPS versetzt oder blieben unbehandelt. Zu den angegebenen Zeitpunkten 
nach LPS-Zugabe wurde die Stoffwechselaktivität der Kulturen mit Hilfe ei-
nes WST-1-Proliferationstests colorimetrisch gemessen. Dargestellt sind die 
MW ± SD (4 h nach WST-1-Zugabe) aus je 3 Proben/Zeitpunkt (**: P<0,001 
im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen im Student t-Test). 
 
 
Um herauszufinden, ob die beobachtete LPS-vermittelte Aktivierung bzw. Proliferation 
einen Einfluss auf den Verlauf einer Virusreplikation in diesen Zellen hat, erfolgte auf-
grund des vorangegangenen Experiments vor der Infektion CD19+ B-Lymphozyten mit 
CVB3H3 (m.o.i. 10) eine 24-stündige Stimulation der Zellen mit LPS. Die Lymphozytenan-
regung wurde dabei unmittelbar und 24 h nach LPS-Zugabe durch einen WST1-Test do-




dem Zusetzen von LPS über einen Beobachtungszeitraum von 4 h nicht von dem unbe-
handelter Kulturen unterschied (Abb. 34A), konnte nach 24 h eine signifikant erhöhte 
LPS-bedingte Stoffwechselrate über 12 h hinweg festgestellt werden (Abb. 34B).  
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Abb. 34: Stoffwechselaktivität muriner LPS-stimulierter CD19+ B-Lymphozyten. Primäre mu-
rine B-Zellen-Kulturen wurden entweder mit 5 µg/ml LPS versetzt oder blieben unbehandelt. Unmit-
telbar nach (A) bzw. 24 h nach der Behandlung mit LPS (B) wurde die Stoffwechselaktivität der 
Kulturen mit Hilfe eines WST-1-Proliferationstests colorimetrisch stündlich einmal bis 4 h bzw. bis 
12 h nach WST-1-Zugabe gemessen. Dargestellt sind die MW ± SD aus je 3 Proben/Zeitpunkt (in 
(B) alle Werte der LPS-behandelten Kulturen zwischen 2 h-12 h nach WST-1-Zugabe signifikant 










Zudem verlief die CVB3-Replikation in diesen stimulierten Lymphozyten anders als in 
Kontrollkulturen. Abbildung 35 stellt die mittels TCID50-Test bestimmten intrazellulären 
Viruskonzentrationen über die angegebene Zeitspanne nach der Infektion dar und ver-
deutlicht, dass die Mengen infektiöser Partikel in LPS-aktivierten Lymphozyten-Kulturen in 
der frühen Phase des Vermehrungszyklus (2-4 h p. i.) höher waren als in nicht behandel-
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Abb. 35: CVB3-Replikation in LPS-stimulierten murinen CD19+ B-Lymphozyten. 
Nach einer 24-stündigen LPS-Stimulation (5 µg/ml) primärer muriner B-Zellen wurden 
diese mit CVB3H3 (m.o.i. 10) infiziert. Kontrollkulturen blieben vor der Infektion unbe-
handelt. Zu den angegebenen Zeiten p. i. erfolgte die Bestimmung der intrazellulären 
Viruskonzentrationen. Dargestellt sind die MW ± SD aus je 3 Proben/Zeitpunkt. 
 
 
Vergleichende Untersuchungen mit nahezu gleichem Versuchsaufbau wurden ebenfalls 
mit primären humanen CD19+ B-Zellen aus peripherem Blut durchgeführt. Auch hier er-
folgte die Stimulation der Lymphozyten mit 5 µg/ml LPS, welche sich kurz nach dieser 
Behandlung im WST-1-Proliferationstest in etwa gleich verhielten (Abb. 36A).  
Wie bei murinen B-Zellen, ließ sich zudem 24 h nach LPS-Zugabe eine signifikant gestei-
gerte Stoffwechselaktivität in stimulierten Kulturen nachweisen (Abb. 36B). Nach dieser 
Inkubation erfolgte dann die Infektion der Zellen mit CVB3H3 (m.o.i. 10), dessen Replika-
tionskinetik anschließend über 24 h hinweg durch die Bestimmung der intrazellulären Vi-
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Abb. 36: Stoffwechselaktivität humaner LPS-stimulierter CD19+ B-Lymphozyten des peri-
pheren Blutes. Primäre humane B-Zellen-Kulturen wurden entweder mit 5 µg/ml LPS versetzt 
oder blieben unbehandelt. Kurz nach (A) bzw. 24 h nach der Behandlung mit LPS (B) wurde die 
Stoffwechselaktivität der Kulturen mit Hilfe eines WST-1-Proliferationstests colorimetrisch stündlich 
einmal bis 4 h bzw. bis 12 h nach WST-1-Zugabe gemessen. Dargestellt sind die MW ± SD aus je 
3 Proben/Zeitpunkt (in (B) alle Werte der LPS-behandelten Kulturen signifikant erhöht P<0,005 im 
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen im Student t-Test). 
 
 
Aus Abbildung 37 ist zu erkennen, dass ausschließlich in LPS-versetzten Zellkulturen 4 h 
p. i., d. h. während der frühen Phase der Replikation, ein signifikanter Anstieg (P<0,05) 
der intrazellulären Viruskonzentrationen zu verzeichnen war. Im weiteren Verlauf konnten 
dann allerdings, wie schon in murinen CD19+ B-Zellen beobachtet, keine wesentlich un-
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Abb. 37: CVB3-Replikation in LPS-stimulierten humanen CD19+ B-Zellen. Nach 
einer 24-stündigen LPS-Stimulation (5 µg/ml) primärer humaner B-Zellen wurden die-
se mit CVB3H3 (m.o.i. 10) infiziert. Kontrollkulturen blieben vor der Infektion unbehan-
delt. Zu den angegebenen Zeiten p. i. erfolgte die Bestimmung der intrazellulären Vi-
ruskonzentrationen. Dargestellt sind die MW ± SD aus je 3 Proben/Zeitpunkt             
(*: P<0,05 im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen im Student t-Test). 
 
 
4.4 Untersuchungen apoptotischer Prozesse in CVB3-infizierten CD19+ 
B-Lymphozyten 
Zahlreiche Studien belegen, dass CVB3 in verschiedenen Geweben und Zelllinien Apop-
tose induziert und im Zuge dessen zelluläre Caspasen aktiviert werden [30, 31, 39, 54, 
219, 304, 379]. Daher sollte untersucht werden, ob und inwieweit auch eine CVB3H3-
Infektion muriner oder humaner B-Lymphozyten die Induktion von Apoptose zur Folge hat 
bzw. ob apoptotische Prozesse die aktive Virusreplikation in diesen Zellen beeinflussen 
oder überhaupt erst ermöglichen. 
 
4.4.1 Einfluss von Caspase-Inhibitoren auf die CVB3-Replikation in vitro 
Um im Verlauf einer CVB3-Infektion von B-Zellen gezielt apoptotische Prozesse zu unter-
binden, sollten die zellulären Caspasen, welche die zentralen Mediatoren der Apoptose 
darstellen, mit Hilfe zweier verschiedener Pan-Caspase-Inhibitoren − Z-VAD-FMK und Q-
VD-OPH − blockiert werden. Einen wesentlichen Unterschied zwischen beiden Inhibitoren 
stellt die Methylierung des Aspartats im Z-VAD-FMK dar, da diese die negative Ladung 
der Carboxylgruppe maskiert und somit neben den Caspasen auch die enzymatische Ak-
tivität der coxsackieviralen Proteasen 2A und 3C inhibitorisch beeinflusst [219]. Da zellulä-
re Esterasen zu einer raschen Demethylierung führen, tritt dieser Effekt allerdings nur 




schließlich die Funktion der zellulären Caspasen, was durch eine Studie von Martin et al. 
(2007) belegt werden konnte [219].  
Der Einfluss beider Verbindungen auf die Replikation von CVB3H3 wurde zunächst für 
humane Raji-B-Zellen untersucht. Dafür wurden diese Zellen infiziert (m.o.i. 1) und zeit-
gleich entweder mit Z-VAD-FMK oder mit Q-VD-OPH (je 200 µM) behandelt. Kontrollkultu-
ren erhielten entsprechend gleiche Mengen an DMSO. Wie in Abbildung 38 dargestellt, 
erfolgte 0, 3, 5, 7, 11 und 24 h p. i. eine Titerbestimmung mittels TCID50-Test, wobei zu-
sätzlich zwischen intrazellulärer und extrazellulärer Virusmenge unterschieden wurde. 
Dabei zeigte sich, dass beide Pan-Caspase-Inhibitoren den Verlauf der CVB3-Infektion in 
diesen Zellen stark beeinflussten. Bereits 7 h p. i. war die Gesamtvirusmenge im Ver-
gleich zur DMSO-Kontrolle signifikant reduziert (P<0,05) und verblieb in Anwesenheit von 
Q-VD-OPH auch im weiteren Verlauf der Infektion bis 24 h p. i. konstant signifikant niedrig 
(P<0,005). In Z-VAD-FMK-behandelten Kulturen stieg der Virustiter dagegen nach 11 h 
wieder an (Abb. 38A). Trotzdem war am Versuchsende in beiden Fällen eine starke Re-
duktion der Gesamtviruskonzentration um 85 % (Q-VD-OPH) bzw. um 56 % (Z-VAD-
FMK) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollkulturen nachweisbar (Tab. 9). Abbildung 
38B/C und Tabelle 9 zeigen zudem, dass die Inaktivierung der zellulären Caspasen einen 
inhibitorischen Einfluss sowohl auf die intrazelluläre als auch extrazelluläre Virusmenge 
hatte. Während dabei die Freisetzung reifer Viruspartikel ins umgebende Meduim (7-24 h 
p. i.) durch beide Substanzen sehr stark inhibiert wurde (B), war im Zellinneren eine virale 
Replikation auch in Inhibitor-behandelten Kulturen nachweisbar (C), obgleich im Vergleich 
zu Kontrollzellen deutlich reduzierte Virustiter vorlagen. Dabei zeigte sich zudem zwi-
schen 7 h und 11 h p. i. die, bereits beschriebene, transiente Wirkung von Z-VAD-FMK, 
da es in diesem Zeitintervall zu einem schnellen Anstieg der intrazellulären Viruskonzent-
rationen kam und ein Menge an infektiösen Partikeln erreicht wurde, die mit der Q-VD-
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Abb. 38: Nachweis einer Hemmung der CVB3H3-Replikation in humanen Raji-Zellen durch 
die Applikation von Pan-Caspase-Inhibitoren. Zeitgleich mit der CVB3H3-Infektion (m.o.i. 1) 
wurden Raji-Zellkulturen entweder mit Z-VAD-FMK oder Q-VD-OPH (je 200 µM) bzw. DMSO als 
Kontrolle versetzt. Die Bestimmung der Virustiter erfolgte mittels TCID50-Test zu den angegebenen 
Zeitpunkten im Überstand (extrazellulär [B]) und im resuspendierten Zellpellet (intrazellulär [C]). 
Gesamtvirustiter [A] ergaben sich aus der Addition der intrazellulären und extrazellulären Viruspar-
tikelkonzentrationen. Dargestellt sind die MW ± SD aus 3 Proben/Zeitpunkt (*: P<0,05, **: P<0,005 
im Vergleich zu Z-VAD-FMK- bzw. Q-VD-OPH-behandelten Kulturen oder in [C] im Vergleich zur 











Tab. 9: Einfluss von Pan-Caspase-Inhibitoren auf die CVB3-Replikation in humanen Raji-
Zellen. Dargestellt ist das Verhältnis der zu den angegebenen Zeitpunkten intra- bzw. extrazel-
lulären Viruskonzentrationen sowie der Gesamtvirustiter Inhibitor-behandelter infizierter Raji-
Kulturen im Vergleich zu DMSO-Kontrollen = 100 %. (*: P<0,05, **: P<0,005 im Vergleich zu 
DMSO-Kulturen im Student t-Test; [Z]: + Z-VAD-FMK, [Q]: + Q-VD-OPH) 
 
Raji-Zellen 7 h p. i. 11 h p. i. 24 h p. i. 
Virustiter DMSO Z Q Z Q Z Q 
extrazellulär 100 % 25 % * 35 % * 24 % 24 % 19 % * 18 % * 
intrazellulär 100 % 0,3 % ** 13 % * 5,5 % 20 % 68 % 11 % ** 
 
       




Um zu analysieren, ob auch die Virusreplikation in primären murinen bzw. humanen 
CD19+ B-Lymphozyten mit apoptotischen Prozessen assoziiert ist, erfolgte auch hier zum 
Zeitpunkt der CVB3H3-Infektion (m.o.i. 5) die Zugabe von 200 µM Z-VAD-FMK oder Q-
VD-OPH bzw. DMSO. Für die Analyse der Inhibitor-Wirkung auf den viralen Replikations-
verlauf wurden die Virustiter zu den angegebenen Zeiten p. i. mittels TCID50-Test ermittelt. 
Da bei der Probennahme eine Trennung von Zellpellet und Kulturüberstand stattfand, war 
auch hier eine Unterscheidung zwischen der Menge intrazellulärer Viruspartikel und der 
extrazellulär vorliegenden Viruskonzentration möglich.  
Wie schon in Raji-Zellen beobachtet, wurde die Virusreplikation auch in murinen CD19+ 
Milz-B-Zellen stark durch beide Caspase-Inhibitoren beeinträchtigt. Während in Kontroll-
kulturen schon nach 2 h ein Anstieg der Gesamtvirusmenge mit einem Höchstwert bei 6 h 
p. i. zu verzeichnen war, inhibierten sowohl Z-VAD-FMK als auch Q-VD-OPH die coxsa-
ckievirale Replikation bis 24 h p. i. deutlich (Abb. 39A). Die in DMSO-Kontrollen vorlie-
genden maximalen Gesamtviruskonzentrationen (6 h p. i.) waren dabei zum gleichen 
Zeitpunkt in Inhibitor-behandelten Kulturen signifikant (P<0,05) um 73 % bzw. 69 % redu-
ziert (Abb. 39B). Abbildung 40, welche ausschließlich die intrazellulären Virusmengen 
darstellt, zeigt jedoch Unterschiede in der Wirkung beider Caspase-Inhibitoren. Nach Zu-
gabe von Q-VD-OPH war die virale Replikation über den gesamten Beobachtungszeit-
raum nahezu vollständig unterdrückt. Im Gegensatz dazu zeigte sich in Z-VAD-FMK-
behandelten Kulturen erst 6 h p. i. eine Reduktion der intrazellulären Virustiter. In der spä-
ten Phase des Replikationszyklus (18 h p. i.) konnten demgegenüber in Inhibitor-
versetzten Zellsuspensionen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle leicht erhöhte intrazelluläre 
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Abb. 40: Einfluss von Pan-Caspase-Inhibitoren auf die intrazellulären Viruskonzentrationen 
nach einer CVB3-Infektion muriner CD19+ B-Lymphozyten. Primäre murine B-Zellen wurden 
mit CVB3H3 (m.o.i. 5) infiziert und zur gleichen Zeit entweder mit Z-VAD-FMK oder Q-VD-OPH (je 
200 µM) bzw. DMSO als Kontrolle behandelt. Über den angegebenen Beobachtungszeitraum wur-
den die intrazellulären Virustiter mittels TCID50-Test bestimmt. Dargestellt sind die MW ± SD aus 






Abb. 39: Einfluss von Pan-Caspase-
Inhibitoren auf die CVB3H3-Replikation 
in murinen CD19+ B-Zellen. Die Lympho-
zyten wurden mit CVB3H3 infiziert und 
zeitgleich entweder mit Z-VAD-FMK oder 
Q-VD-OPH (je 200 µM) bzw. DMSO be-
handelt. Zu den angegebenen Zeiten 
wurde der Gesamtvirustiter bestimmt. (A) 
Veränderung der Virustiter über die Zeit; 
(B) Gesamtvirustiter 6 h p. i. und Verhält-
nis der Virustiter im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle = 100 %. Dargestellt sind die MW 
± SD aus jeweils 3 Proben/Zeitpunkt        
(*: P<0,05 im Vergleich zu DMSO-Proben 
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In CVB3H3-infizierten humanen CD19+ B-Lymphozyten des peripheren Blutes hatte die 
Applikation von Q-VD-OPH eine ähnliche Wirkung, wobei die Gesamtvirusmenge zwi-
schen 2 h und 12 h p. i. zum Teil signifikant unter den Werten lag, die für die entspre-
chenden DMSO-Kontrollen bestimmt wurden (Abb. 41A). Analog zu murinen CD19+ B-
Zellen konnte durch diesen Caspase-Inhibitor auch in humanen Lymphozyten 6 h p. i. 
eine Reduktion des Virustiters um mehr als 60 % nachgewiesen werden (Abb. 41B). Ab-
bildung 42 zeigt zudem, dass in Q-VD-OPH-behandelten Kulturen trotz der beobachten 
geringen Gesamtvirustiter eine deutliche, wenn auch zeitlich verzögerte Replikation im 
Inneren der Zellen stattfand. Während in DMSO-Kontrollkulturen ein Anstieg der intrazel-
lulären Virustiter bereits 2 h p. i. erfolgte, kam es nach Zugabe von Q-VD-OPH erst 4 h 
p. i. zu einer Erhöhung der Partikelkonzentrationen. Die 12 h nach der Infektion ermittelte 
Menge an intrazellulären Virionen war dann jedoch signifikant (P<0,005) höher als die 
Titer, welche zum gleichen Zeitpunkt für Kontrollkulturen beobachtet wurden. Zudem 
konnte nahezu kein Unterschied zwischen den Maximalviruskonzentrationen in DMSO- 
und Q-VD-OPH-behandelten Zellen festgestellt werden. Lediglich der Zeitpunkt, an dem 
























































































Abb. 41: Einfluss von Pan-Caspase-
Inhibitoren auf die CVB3H3-Replika-
tion in humanen CD19+ B-Zellen. Die 
Lymphozyten wurden mit CVB3H3 infi-
ziert und zeitgleich entweder mit Z-VAD-
FMK oder Q-VD-OPH (je 200 µM) bzw. 
DMSO behandelt. Die Bestimmung der 
Gesamtvirustiter erfolgte zu den angege-
benen Zeiten. (A) Veränderung der Vi-
rustiter über die Zeit; (B) Gesamtvirus-
mengen 6 h p. i. im Verhältnis zur 
DMSO-Kontrolle = 100 %. Dargestellt 
sind jeweils die MW ± SD aus jeweils 3 
Proben/Zeitpunkt (*: P<0,05, **: P<0,005 
im Vergleich zu DMSO-behandelten 





Abb. 42: Einfluss von Pan-Caspase-Inhibitoren auf die intrazellulären Viruskonzentrationen 
nach einer CVB3-Infektion humaner CD19+ B-Lymphozyten. Primäre humane B-Zellen wurden 
mit CVB3H3 (m.o.i. 5) infiziert und zur gleichen Zeit entweder mit Z-VAD-FMK oder Q-VD-OPH (je 
200 µM) bzw. DMSO als Kontrolle behandelt. Über den angegebenen Beobachtungszeitraum wur-
den die intrazellulären Virustiter mittels TCID50-Test bestimmt. Dargestellt sind die MW ± SD aus 
jeweils 3 Proben/Zeitpunkt (*: P<0,05, **: P<0,005 im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle im 
Student t-Test). 
 
In Z-VAD-FMK-behandelten Kulturen konnte dagegen weder ein inhibitorischer Effekt auf 
die Gesamtvirustiter noch auf die intrazelluläre Virusvermehrung verzeichnet werden 
(Abb. 41 und 42). Lediglich eine schnelle Aufnahme infektiöser Partikel ins Innere der 
Zellen mit sehr hohen Maximaltitern 4 h p. i., welche die der Vergleichskulturen überstie-
gen, und eine anschließende stetige Abnahme dieser Virusmnege waren zu beobachten.  
 
4.4.2 Einfluss von Caspase-Inhibitoren auf die virale Translation 
Die Wirkung der verwendeten Caspase-Inhibitoren Z-VAD-FMK und Q-VD-OPH auf die 
Replikation von CVB3H3 in murinen bzw. humanen B-Lymphozyten und somit der Nach-
weis für eine Interaktion viraler und apoptotischer Prozesse konnte auch auf Translation-
sebene bestätigt werden. Raji-Zellen wurden dafür mit CVB3H3/EGFP (m.o.i. 2,5) infiziert 
und zeitgleich mit einem der beiden Caspase-Inhibitoren (jeweils 200 µM) versetzt. Da 
EGFP ausschließlich im Zuge der Prozessierung des viralen Polyproteins gebildet wird, 
war eine fortschreitende Virusvermehrung mikroskopisch anhand auftretender grün-
leuchtender Zellen detektierbar. Wie in Abbildung 43 zu erkennen, zeigten DMSO-
Kontrollkulturen bereits 7 h p. i. eine Expression von EGFP. Im weiteren Verlauf wurde 
dann die Menge an grün-fluoreszierenden Signalen aufgrund der Lyse infizierter Zellen 
erheblich kleiner, was auf ein rapides Fortschreiten der viralen Infektion schließen ließ. Im 
Gegensatz dazu und den Ergebnissen in Abbildung 38 entsprechend, führte die Zugabe 
eines der beiden Caspase-Inhibitoren zu einer deutlichen Suppression der viralen EGFP-



































































bachtet, nur transient war und somit nach 11 h p. i. eine leichte EGFP-Expression er-




Abb. 43: Nachweis der Hemmung der CVB3-Translation in humanen Raji-Zellen 
durch die Applikation von Pan-Caspase-Inhibitoren. Raji-Zellen wurden mit 
CV3H3/EGFP (m.o.i. 2,5) infiziert und gleichzeitig entweder mit Z-VAD-FMK oder Q-
VD-OPH (jeweils 200 µM) bzw. DMSO als Kontrolle versetzt. Zu den angegebenen 
Zeitpunkten erfolgte die Detektion des viral gebildeten EGFP mittels Fluoreszenzmik-








Für die Untersuchung der EGFP-Bildung in CVB3H3/EGFP-infizierten (m.o.i. 5), Inhibitor-
behandelten (je 50 µM/alle 12 h) CD19+ B-Lymphozyten aus murinem Milzgewebe erfolg-
te statt einer fluoreszenzmikroskopischen Analyse nach 3 d IKZ die Isolation des Ge-
samtproteins und eine Auftrennung durch SDS-PAGE. Im sich anschließenden Western 
Blot wurde ein monoklonaler gegen das 27 kDa große EGFP gerichtete Antikörper einge-
setzt. Abbildung 44 zeigt, dass in Anwesenheit der beiden Caspase-Inhibitoren deutlich 
geringere EGFP-Mengen gebildet wurden als in DMSO-behandelten Kontrollen. Dabei 
hatte Q-VD-OPH einen stärkeren inhibitorischen Effekt auf die virale Proteinsynthese als 
Z-VAD-FMK. Der Nachweis gleicher Mengen an zellulärem β-Aktin (45 kDa) belegte den 
Einsatz gleicher Mengen an Protein pro Probe.  
 
 
Abb. 44: Einfluss von Pan-Caspase-Inhibitoren auf die virale Translation in CVB3-infizierten 
murinen CD19+ B-Lymphozyten. Zeitgleich mit der CVB3H3/EGFP-Infektion (m.o.i. 2,5) wurden 
die primären murinen B-Zellen mit Z-VAD-FMK oder Q-VD-OPH (jeweils 50 µM) bzw. DMSO als 
Kontrolle versetzt. Bis 3 d p. i. wurde diese Behandlung im Abstand von 12 h wiederholt. Anschlie-
ßend erfolgte eine Proteinisolation und die Auftrennung von je 80 µg Protein (EGFP) bzw. 20 µg 
Protein (β-Aktin) pro Probe in einem 12,5 %-igen SDS-PAA-Gel. Bei einer anschließenden Wes-
tern Blot-Analyse wurden spezifische Antikörper zur Detektion von EGFP bzw. β-Aktin eingesetzt 
(spezifische Signale: EGFP 27 kDa; β-Aktin 45 kDa; M: Proteinmarker, Ko: nicht infizierte Kontrolle 
+ DMSO, CVB3H3/EGFP: infizierte Kulturen + DMSO/Z-VAD-FMK/Q-VD-OPH). 
 
 
Entsprechende Untersuchungen mit gleichem Versuchsaufbau wurden ebenfalls mit hu-
manen CD19+ B-Lymphozyten des peripheren Blutes durchgeführt, wobei in diesem Falle 
zum Zeitpunkt der Probennahme 3 d p. i., wie Abbildung 45 verdeutlicht, keine Inhibierung 
der viralen Translation durch einen der beiden Caspase-Inhibitoren mittels Western Blot-
Analyse nachgewiesen werden konnte. In Kulturen, denen Q-VD-OPH zugesetzt worden 







Abb. 45: Wirkung von Pan-Caspase-Inhibitoren auf die CVB3-Translation in infizierten hu-
manen CD19+ B-Lymphozyten. Die humanen B-Zellen wurden mit CV3H3/EGFP (m.o.i. 2,5) infi-
ziert und für 3 d inkubiert. Zum Zeitpunkt der Infektion und weiterhin im Abstand von 12 h wurde 
die Kulturen entweder mit Z-VAD-FMK oder Q-VD-OPH (jeweils 50 µM) bzw. DMSO als Kontrolle 
behandelt. Anschließend erfolgte eine Proteinisolation und die Auftrennung von je 200 µg Protein 
(EGFP) bzw. 40 µg Protein (β-Aktin) pro Probe in einem 12,5 %-igen SDS-PAA-Gel. Bei einer an-
schließenden Western Blot-Analyse wurden spezifische Antikörper zur Detektion von EGFP bzw. 
β-Aktin eingesetzt (spezifische Signale: EGFP 27 kDa; β-Aktin 45 kDa; M: Proteinmarker, Ko: nicht 
infizierte Kontrolle + DMSO, CVB3H3/EGFP: infizierte Kulturen + DMSO/Z-VAD-FMK/Q-VD-OPH). 
 
 
4.4.3 In vivo-Applikation von Caspase-Inhibitoren 
Auch während der Pathogenese einer CVB3-induzierten Myokarditis im murinen Tiermo-
dell kommt der Apoptose eine wichtige Bedeutung zu. Abhängig von Mausstamm und 
Virusvariante können apoptotische Zellen sowohl in inflammatorischen Läsionen aber 
auch im murinen Herzgewebe abseits entzündlicher Infektionsherde detektiert werden 
[99, 129]. Basierend auf diesen Daten und aufbauend auf den Ergebnissen der vorange-
gangenen In vitro-Experimente mit murinen CD19+ B-Zellen (siehe 4.4.1), sollte der Ein-
fluss der beiden verwendeten Pan-Caspase-Inhibitoren − Z-VAD-FMK und Q-VD-OPH − 
auch auf die CVB3-Replikation in vivo untersucht werden. 
 
4.4.3.1 Einfluss auf die Viruslast in murinen Geweben  
Dazu wurden zunächst männliche BALB/c-Mäusen aus 3 Gruppen 105 pfu/0,2 ml 
CVB3H3 i. p. injiziert. Da 3 d p. i. die Virusreplikation in den meisten Organen progressiv 
fortgeschritten ist und die höchste Zahl an CD19+ B-Zellen der Milz virusinfiziert ist (Abb. 
28C), erfolgte zu diesem Zeitpunkt die Behandlung der Tiere mit einem der beiden 
Caspase-Inhibitoren durch i. v. Applikation. Eine Kontrollgruppe erhielt eine entsprechen-
de Menge an DMSO. 6 h nach Gabe dieser Substanzen wurden schließlich allen Tieren 
Gewebeproben aus Pankreas, Milz und Herz entnommen und für die verschiedenen Un-
tersuchungen vorbereitet. Die Bestimmung der Viruslast in den einzelnen Organen erfolg-




Während die Menge an infektiösen Viruspartikeln im Pankreas in den 3 infizierten Test-
gruppen ähnlich hoch war (Abb. 46A), hatten beide Caspase-Inhibitoren einen Einfluss 
auf die Virusreplikation im Herz- und vor allem im Milzgewebe. Wie Abbildung 46B/C 
zeigt, verringerte Z-VAD-FMK die Viruskonzentrationen dabei um 29 % im Myokard und 
um 46 % in der Milz. Q-VD-OPH hatte einen ähnlich starken Effekt, wobei die Titer um 











Abb. 46: Viruslast verschiede-
ner muriner CVB3-infizierter 
Organe nach In vivo-Applika-
tion von Pan-Caspase-Inhibi-
toren. Drei Tage nach Infektion 
männlicher BALB/c-Mäuse mit 
105 pfu CVB3H3 wurde den 
Tieren entweder Z-VAD-FMK, 
Q-VD-OPH oder als Kontrolle 
eine entsprechende Menge an 
DMSO i. v. verabreicht. Sechs 
Stunden nach dieser Behand-
lung erfolgte die Entnahme von 
Pankreas-, Milz- und Herzgewe-
be und die Bestimmung der 
Viruslast mittels TCID50-Test. 
Dargestellt sind die MW ± SD 
aus 3 Tieren/Gruppe; in (B+C) 
zusätzlich das Verhältnis der 
Virustiter im Vergleich zur 
DMSO-Kontrolle = 100 %.  
 
 
4.4.3.2 Einfluss auf CVB3-infizierte CD19+ B-Lymphozyten des Milzgewebes 
Aufgrund des relativ starken Effekts beider Caspase-Blocker auf die Virusmenge im muri-
nen Milzgewebe, sollte im Weiteren untersucht werden, ob auch die aus den entspre-
chenden Organen stammende CD19+ B-Zellpopulation durch die Inaktivierung der zellulä-
ren Caspasen beeinflusst worden waren. Dafür wurden zunächst die Milzgewebsproben 
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CD19+ B-Lymphozyten aus den jeweiligen Milzzellsuspensionen mittels MACS-Tech-
nologie. Nach einer RNA-Isolation aus diesen Zellen und Reverser Transkription war, wie 
Abbildung 47A darstellt, bei allen Proben CVB3-infizierter Mäuse ein Virusnachweis über 
eine VP1-spezifische PCR möglich. Die Amplifikation des zellulären β-Aktins diente wie-
derum zur Kontrolle einer erfolgreichen und gleichmäßigen RNA-Isolation und cDNA-
Synthese. Zur quantitativen Bestimmung der in den B-Zellen enthaltenen viralen Genome 
erfolgte zusätzlich eine für eine Sequenz der CVB3-5`-NTR spezifische real time-PCR. 
Trotz optisch gleichstarker VP1-PCR-Fragmente (Abb. 47A) konnte mit dieser Methode 
eine deutlich um 55 % bzw. 39 % reduzierte Viruslast in solchen CD19+ B-Zellen nachge-
wiesen werden, welche aus Z-VAD-FMK- bzw. Q-VD-OPH-behandelten Tieren isoliert 










































































Abb. 47: Analyse CVB3-infizierter CD19+ B-Zellen nach In vivo-
Applikation von Caspase-Inhibitoren. CVB3H3-infizierte BALB/c-Mäu-
se wurden 3 d p. i. entweder mit Z-VAD-FMK, Q-VD-OPH oder DMSO 
behandelt. Nach 6 h wurden Milzgewebsproben entnommen und inner-
halb einer Gruppe gepoolt. Nach der Selektion CD19+ B-Zellen erfolgte 
die Isolation von RNA, eine RT-PCR und anschließend (A) der qualitative 
Virusnachweis mittels VP1-spezifischer PCR (VP1: 851 bp, mu β-Aktin: 
528 bp; M: DNA-Marker, Spur 1: nicht infizierte Kontrolltiere + DMSO 
[Ko], Spuren 2-4: CVB3H3-infizierte Tiere + DMSO [2], + Z-VAD-FMK [3], 
+ Q-VD-OPH [4]) und (B) die quantitative Analyse viraler Genome mittels 
real time-PCR. In (B) sind die MW ± SD aus 3 Tieren/Gruppe sowie das 




Zudem hatte die In vivo-Applikation beider Caspase-Inhibitoren einen Effekt auf die An-
zahl infizierter B-Lymphozyten (Abb. 48), die für jede der Versuchsgruppen mittels ICA 
bestimmt wurde. Während in DMSO-Kontrolltieren wie erwartet nur etwa 0,2 %-0,4 % der 
CD19+ B-Zellen infektiöse Viruspartikel enthielten, führte die Behandlung mit Z-VAD-FMK 
zur Senkung dieses Prozentsatzes um 23 %. Darüber hinaus hatte die Applikation von Q-
VD-OPH, in Übereinstimmung mit den In vitro-Experimenten einen noch deutlicheren Ef-
fekt. In Tieren, die diesen Pan-Caspase-Inhibitor verabreicht bekamen, war die Anzahl 



































Abb. 48: Analyse CVB3-infizierter CD19+ B-Zellen nach In vi-
vo-Applikation von Pan-Caspase-Inhibitoren. CVB3H3-infizier-
te BALB/c-Mäuse wurden 3 d p. i. entweder mit Z-VAD-FMK, Q-
VD-OPH oder DMSO behandelt. Nach 6 h wurden Milzgewebs-
proben entnommen und innerhalb einer Gruppe gepoolt. Nach der 
Selektion CD19+ B-Zellen erfolgte die Bestimmung der Anzahl 
CVB3-infizierter Zellen mittels ICA. Dargestellt sind die MW ± SD 
aus 3 Tieren/Gruppe sowie das Verhältnis im Vergleich zur 







Zur Familie der Picornaviridae gehören neben Polioviren, Hepatitis-A-Virus und Rhinovi-
ren u. a. auch die Coxsackieviren, welche neben leichten grippeähnlichen Symptomen 
auch schwerwiegende Erkrankungen wie Pankreatitis, aseptische Meningitis, Hepatitis 
oder Myokarditis auslösen können [49, 231, 236, 247, 354]. Insbesondere der kardiotrope 
Serotyp B3 verursacht zusammen mit anderen Enteroviren etwa 50 % der akut, subakut 
und chronisch verlaufenden Entzündungen des Herzmuskels, wobei vor allem Neugebo-
rene und Kleinkinder sowie junge Erwachsene betroffen sind [109]. Aus einer CVB3-
induzierten Myokarditis kann sich als Spätfolgeerkrankung eine DCM entwickeln [268], die 
in 50 % der Fälle einen letalen Ausgang hat. Da bis heute weder die Entwicklung eines 
Therapeutikums zur Behandlung dieser schweren kardiovaskulären Erkrankungen noch 
die eines geeigneten Impfstoffes als protektive Maßnahme bis zur klinischen Anwendung 
entwickelt werden konnte, ist die Prognose in der Regel schlecht. Während die sympto-
matische Therapie einer Myokarditis vornehmlich auf die Behandlung der kardialen Dys-
funktion zielt, bleibt im Falle einer DCM eine Herztransplantation oftmals unvermeidbar. 
Um eine effektive therapeutische oder protektive Strategie zur Kontrolle der viralen Infek-
tion entwickeln zu können, ist ein möglichst genaues Verständnis der zugrunde liegenden 
pathogenetischen Mechanismen erforderlich.  
Trotz der sehr gut charakterisierten molekularbiologischen Eigenschaften von CV der 
Gruppe B, ist jedoch die Pathogenese einer CVB3-Infektion bis heute nur unzureichend 
untersucht. Vor allem virale Strategien zur Interaktion mit dem Immunsystems des Wirtes 
sind noch weitestgehend unbekannt. Durch einige wenige Studien konnte gezeigt werden, 
dass CVB3 nicht nur in den primären Zielorganen, wie Herz, Pankreas oder ZNS, sondern 
auch in Immunzellen detektiert werden kann [5, 187, 189, 232]. So konnten sowohl Klingel 
et al. (1995/96) als auch Anderson et al. (1996) mittels In situ-Hybridisierung Immunzellen 
in Milz und Lymphknoten CVB3-infizierter Mäuse visualisieren, welche virale Plus-Strang-
RNA enthielten. Diese positiven Zellen waren dabei in der akuten Phase der Infektion (3-
6 d p. i.) in der Peripherie der Keimzentren, einer Zone für den Erstkontakt mit viralen An-
tigenen, und während der chronischen Entzündung (42 d p. i.) im mittleren Bereich dieser 
Follikel lokalisiert, der vorwiegend stimulierte Lymphoblasten enthält. Nähere Phenotyp-
Analysen mittels einer kombinierten Anwendung von In situ-Hybridisierung und Immun-
histochemie identifizierten die virusenthaltenden Zellen zum größten Teil als CD45R+ Pre-
B- und B-Lymphozyten [189]. In Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen konnten in 
CVB3-infizierten B-Zell-Knockout-Mäusen 3 d p. i. keine virus-positiven Zellen in den Fol-




auch in der chronischen Phase der Infektion mittels strangspezifischer RT-PCR und In 
situ-Hybridisierung auch virale Negativ-Stränge in Splenozyten bzw. B-Zellen der Milz und 
der Lymphknoten infizierter Mäuse nachzuweisen, was nicht nur eine Anwesenheit des 
Virus, sondern auch eine Replikation von CVB3 in diesen Zellen vermuten ließe [5, 189]. 
Die bloße Anwesenheit dieser Minus-RNA ist jedoch kein Beleg für eine produktive Virus-
vermehrung, infolge derer es zu einer Freisetzung infektiöser Partikel kommt, da CVB3 in 
der Lage ist, verschiedene Gewebe und Zelltypen, darunter auch lymphoide Zellen, per-
sistent zu infizieren [6, 226, 286]. Zum anderen konnte erst kürzlich am murinen Modell 
der CVB3-induzierten Myokarditis gezeigt werden, dass unter bestimmten experimentel-
len Bedingungen 5’-trunkierte Negativ-Strang-RNA-Moleküle in virale Kapside verpackt 
werden. Diese so genannten CVB3/TD („terminally deleted“)-Virionen sind in vitro nicht 
lytisch und zudem in der Lage, zu replizieren sowie in vivo zu persistieren [160, 179, 180]. 
Daher gibt eine Detektion viraler Minus-RNA-Stränge in B-Zellen mittels In situ-
Hybridisierung oder strangspezifischer RT-PCR lediglich einen Hinweis auf eine potentiel-
le CVB3-Replikation. Erweiterte Untersuchungen zur Infektion von B-Lymphozyten in vivo 
wurden 1999 von Mena et al. durchgeführt. Dabei wurden diese Zellen aus Splenozyten-
Suspensionen CVB3-infizierter C57BL/6-Mäuse durch eine Inkubation auf Anti-IgG-
beschichteten Petrischalen isoliert, verdünnt und auf konfluenten GMK-Zellrasen in ICA 
aufgetragen (siehe 3.2.4). Da nach 36 h eine deutliche Plaquebildung zu erkennen war, 
wurde auf eine in den B-Lymphozyten stattfindende CVB3-Replikation mit anschließender 
Freisetzung infektiöser Partikel geschlossen [232]. Doch auch mit dieser Methode ist eine 
eindeutige Unterscheidung zwischen lediglich oberlächengebundenen infektiösen Virus-
partikeln und im Zuge einer Virusvermehrung im Inneren der Zellen neu gebildeten Virio-
nen nicht möglich. Somit konnte eine aktive Replikation von CVB3 in murinen B-
Lymphozyten des Milzgewebes bis heute nicht eindeutig nachgewiesen werden.  
5.1 Aktive Replikation von CVB3 in primären murinen und humanen CD19+ 
B-Lymphozyten  
Ausgehend von den zuvor beschriebenen, bis dato unzureichenden Kenntnissen zur In-
fektion muriner B-Lymphozyten, erfolgte in der vorliegenden Arbeit zunächst eine genaue-
re Analyse zur aktiven Replikation von CVB3 in diesen Immunzellen. Dazu wurde eine 
rekombinante CVB3-Variante − CVB3H3/EGFP − verwendet, welche ausschließlich im 
Zuge der viralen Replikation das Reporterprotein EGFP exprimiert [85, 308]. Findet keine 
aktive Virusvermehrung im Inneren einer CVB3H3/EGFP-infizierten Zelle statt, ist die Bil-
dung von EGFP nicht möglich. Gewährleistet wird dies infolge einer künstlichen Insertion 




der viralen Translation wird das zusätzlich produzierte Protein durch die virale 3C-
Protease an einer zusätzlich eingebrachten 3C-Schnittstelle vom Polyprotein abgespalten 
und wie die anderen viralen Proteine im Zytoplasma freigesetzt. Somit ist es möglich, eine 
im Inneren einer Zelle oder eines Zellverbandes stattfindende Virusinfektion zu detektie-
ren bzw. zu verfolgen. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass dieses Virus, wie andere 
rekombinante Varianten auch, im Vergleich zum Wildtyp CVB3H3 und in Abhängigkeit 
von der jeweiligen Zellkultur eine leicht verzögerte Wachstumskinetik zeigt [85]; grund-
sätzlich jedoch einen normalen Vermehrungszyklus durchläuft.  
Zunächst wurde untersucht, ob die beschriebene Empfänglichkeit der humanen lymphoi-
den B-Zelllinie Raji für CVB3 [348] auch mit der entsprechenden rekombinanten Variante 
bestätigt werden kann. Wie Abbildung 5 deutlich zeigt, findet bereits 7 h nach einer Infek-
tion mit dem EGFP-exprimierenden Virus in den ersten Zellen eine fluoreszenzmikrosko-
pisch sichtbare Bildung des Reporterproteins im Zytoplasma statt, was eine virale Repli-
kation bestätigt. Im Folgenden wurde dann diese CVB3-Suszeptibilität auch für primäre 
CD19+ B-Zellen untersucht, welche mittels MACS-Technologie mit einer nachgewiesenen 
Selektionsspezifität von > 99,9 % (Abb. 6A) aus Milzgeweben nicht infizierter BALB/c-
Mäuse isoliert wurden. Da eine Virusreplikation von der zellulären Transkriptions- und 
Translationsmaschinerie und somit vom Vitalitätszustand der infizierten Zelle abhängig ist, 
wurde zusätzlich im Anschluss an die CD19-spezifische Isolation von B-Lymphozyten 
eine Trypanblaufärbung vorgenommen. Dabei waren nahezu alle Zellen in der Lage, ein 
Eindringen des Farbstoffs ins Zytosol zu verhindern, was auf eine wenig eingeschränkte 
Lebensfähigkeit schließen lässt (Abb. 6B). Zudem zeigten, wie die Abbildungen 33, 34 
und 36 verdeutlichen, mittels MACS isolierte murine und humane CD19+ B-Lymphozyten 
die Fähigkeit, in einem colorimetrischen Proliferationstest WST-1 in farbiges Formazan 
umzusetzen, was eine Stoffwechselaktivität der Zellen voraussetzt. Außerdem war es 
möglich diese Lymphozyten mittels LPS zu stimulieren (Abb. 35 und 37). Demzufolge 
konnte davon ausgegangen werden, dass die verwendete MACS-Methode keinen Ein-
fluss auf den Vitalzustand und die Stoffwechselaktivität der isolierten CD19+ B-
Lymphozyten hat.  
Daraufhin erfolgte die Infektion dieser B-Zellpopulation mit CVB3H3/EGFP und eine fluo-
reszenzmikroskopische Untersuchung zu verschiedenen Zeitpunkten p. i. Überraschen-
derweise war dabei jedoch weder eine Veränderung der Zellmorphologie noch eine Ex-
pression von EGFP im Zytoplasma sichtbar. Auch bei einer durchflusszytometrischen 
Analyse infizierter B-Lymphozyten 3 d p. i. konnte nur bei ca. 0,03 % der Zellen eine 
EGFP-Fluoreszenz festgestellt werden. Dagegen wiesen bereits 20 h p. i. ca. 48 % der 




EGFP-Signale auf (Abb. 7). Da auch in verschiedenen anderen Studien vermutet wurde 
bzw. gezeigt werden konnte, dass wahrscheinlich nur ein sehr geringer Prozentsatz an B-
Lymphozyten der Milz (etwa 1-10 %) durch CVB3 infiziert wird [5, 189, 232, 348], erfolgte 
eine zusätzliche Analyse mittels Western Blot. Um dabei eine möglichst hohe Anzahl tat-
sächlich infizierter Zellen zu erreichen, wurde eine große Anzahl an Lymphozyten einge-
setzt (4 x 107) und für 2 d bzw. 3 d mit CVB3H3/EGFP (m.o.i. 5) inkubiert. Wie in Abbil-
dung 8 zu erkennen ist, konnte nach dem Auftragen einer vergleichsweise großen Menge 
an Gesamtprotein (390 µg) mit dieser Methode eine virale EGFP-Produktion nachgewie-
sen werden, wobei zudem eine Intensitätszunahme der spezifischen Bande von 2 d zu 
3 d p. i. erkennbar war. Dieses Ansteigen der EGFP-Konzentrationen im Verlauf der 
CVB3-Infektion lässt auf eine im Inneren der Zellen stattfindende Replikation schließen. 
Nicht infizierte Kontrollkulturen wiesen dagegen diese bei 27 kDa detektierte Bande nicht 
auf, was eine Spezifität der nachgewiesenen Signale unterstreicht. Die fehlgeschlagene 
bzw. nur geringfügige Detektion von viral gebildetem EGFP in infizierten B-Zellen mittels 
Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie könnte zum einen in der geringen 
Größe und dem Kern-Plasma-Verhältnis dieser Zellen und zum anderen in einer schein-
bar begrenzten Empfänglichkeit der B-Lymphozyten begründet sein. Im Gegensatz zu 
anderen Zellen erscheinen sie im Lichtmikroskop einheitlich und weisen im undifferenzier-
ten Zustand einen großen runden Kern mit überwiegend kondensiertem Chromatin auf. 
Das organellenarme Zytoplasma ist auf einen um den Nukleus befindlichen dünnen Saum 
beschränkt. Erst nach der Differenzierung wird die Kern-Plasma-Relation zu Gunsten des 
Zytoplasmas verschoben. Da sich die verwendeten CD19+ B-Lymphozyten nach der Iso-
lation aus nicht infiziertem murinen Milzgewebe größtenteils in einem undifferenzierten 
Zustand befanden und somit eine nur marginale Zytoplasmafraktion enthielten, konnte 
vermutlich nur sehr wenig viral gebildetes EGFP im Zytosol akkumuliert werden, was eine 
auf Fluoreszenzsignalen basierende Detektion verhinderte. Das positive Resultat der 
Western Blot-Analyse beruht daher zum einen auf der nicht an Fluoreszenz-gebundenen 
Visualisierung des viral gebildeten EGFP und zum anderen auf der großen Menge an 
aufgetragenem Gesamtprotein. Im Gegensatz dazu weisen Raji-Zellen aufgrund des in-
tegrierten Wildtyp-EBV-Genoms einen immortalisierten Phenotyp auf und sind infolgedes-
sen in der Lage, sich ständig zu teilen. Dieser stetige Aktivierungszustand und das norma-
le Kern-Plasma-Verhältnis dieser Zellen gewährleisten vermutlich die beobachtete unein-
geschränkte Replikation von CVB3H3/EGFP und damit eine deutliche fluoreszenzmikro-
skopisch detektierbare EGFP-Produktion (Abb. 5 und 7).  
Vergleichende Untersuchungen wurden auch mit primären humanen CD19+ B-




jedoch nicht aus Milzgewebe, sondern aus peripherem Blut gesunder Spender, isoliert 
wurden. Ebenfalls mit Hilfe der rekombinanten EGFP-exprimierenden Virusvariante konn-
te dabei erstmalig gezeigt werden, dass CVB3 in der Lage ist, auch in humane B-
Lymphozyten einzudringen und eine aktive Replikation durchzuführen (Abb. 9). Auch hier 
war, vermutlich basierend auf den bereits oben für murine B-Zellen beschriebenen Grün-
den, eine Detektion des Reporterproteins mittels Fluoreszenzmikroskopie nicht möglich. 
Diese virale Strategie, B-Lymphozyten des Blutes zu infizieren, wurde ebenfalls für das 
humane Epstein-Barr-Virus (Humanes Herpesvirus-4) aus der Gruppe γ-Herpesviren be-
schrieben, wobei es in diesem Fall jedoch zu einer latenten Infektion kommt und die Zel-
len als lebenslanges Virusreservoir dienen [51, 83].  
Zusammenfassend und in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der erwähnten Studien 
am murinen Modell der virusinduzierten Myokarditis lässt sich feststellen, dass CVB3 mu-
rine CD19+ Milz-B-Zellen sowie humane periphere CD19+ B-Lymphozyten infiziert und 
aktiv in diesen Zellen repliziert. Die bei der Detektion des viral gebildeten EGFPs aufge-
tretenen Schwierigkeiten deuten zudem darauf hin, dass diese Replikation vermutlich sehr 
eingeschränkt stattfindet und dass nur eine geringe Zahl an B-Zellen infiziert wird bzw. 
empfänglich für CVB3 ist. Eine weitere, jedoch relativ unwahrscheinliche, Möglichkeit wä-
re zudem, dass zwar eine Vielzahl CD19+ B-Zellen infiziert wird, eine virale Replikation 
jedoch nur in einem geringen Prozentsatz an Lymphozyten stattfindet. 
5.2 Aufnahme von CVB3 in CD19+ B-Lymphozyten 
5.2.1 Expression des Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptors 
Die Fähigkeit viraler Pathogene einen Wirt bzw. eine Wirtszelle zu infizieren, ist abhängig 
von der Präsenz eines geeigneten zellulären Rezeptors. Dies bedingt wiederum das virale 
Wirtsspektrum und insbesondere den Gewebetropismus [144]. Viele Enteroviren [17, 
177], darunter einige CV der Gruppe B (CVB1/3/5), binden an das 70 kDa große Zellober-
flächenprotein DAF/CD55, dessen zelluläre Funktion in der Regulation der Komplement-
kaskade liegt. Da DAF jedoch nicht die Internalisierung der Virionen vermitteln kann, son-
dern nur zur Adhäsion dient und damit lediglich einen Corezeptor darstellt [20, 299, 300], 
ist für den Eintritt in die Zielzellen ein weiteres Molekül nötig. Dieses wurde 1997 be-
schrieben, vermittelt die Aufnahme aller sechs Coxsackie B-Serotypen sowie einiger Ade-
noviren und wird daher als Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor (CAR) bezeichnet [18, 
211]. Das murine Pendant muCAR wurde später von Tomko et al. und Bergelson et al. 
identifiziert. Dabei konnte gezeigt werden, dass Rezeptor-negative, nicht suszeptible Zel-
len nach Transfektion mit muCAR-cDNA empfänglich für CVB3 und verschiedene Adeno-




schließen ließ [19, 334]. Die Bindung von CVB3 an CAR bedingt eine Konformationsände-
rung im viralen Kapsid. Dieser Prozess wird als essentiell für die Freisetzung der viralen 
RNA ins Zytoplasma der Wirtszelle angesehen [142, 233]. Untersuchungen zur Expressi-
on von hu/muCAR in verschiedenen humanen und murinen Organen mittels Northern 
Blot-Analyse ergaben eine weite Verbreitung von CAR, wobei Gewebe wie Pankreas, 
ZNS, Herz oder Dünndarm die stärksten Signale zeigten. Im Gegensatz dazu konnte in 
menschlichen Proben aus Thymus, Milz oder Blutleukozyten sowie im Milzgewebe im-
munkompetenter Mäuse keine Expression von CAR festgestellt werden [19, 334].  
Ausgehend von der Diskrepanz zwischen dem beschriebenen CAR-Verbreitungsmuster 
und der zuvor festgestellten Suszeptibilität muriner und humaner CD19+ B-Zellen der Milz 
bzw. des peripheren Blutes wurden in der vorliegenden Arbeit ebenfalls Untersuchungen 
zur Expression von CAR in diesen Lymphozyten durchgeführt. Die Detektion und Quanti-
fizierung der jeweiligen mRNA-Mengen für muCAR bzw. huCAR erfolgte dabei mittels 
spezifischer real time-PCRs. In Übereinstimmung mit den zuvor erwähnten Studien und 
unabhängig vom genetischen Hintergrund konnten für murine Herzproben sehr hohe mu-
CAR-mRNA-Mengen nachgewiesen werden (Abb. 10). Das Pankreasgewebe zeigte hin-
gegen sehr viel niedrigere Expressionsraten. Darüber hinaus waren auch in der Milz ge-
ringe (1/10 bzw. 1/15 im Vergleich zum Herzgewebe) aber deutliche und vor allem spezi-
fische Signale für muCAR detektierbar, was im Widerspruch zu den Northern Blot-
Untersuchungen von Tomko et al. (1997) und Bergelson et al. (1998) steht, jedoch ver-
mutlich in der hohen Sensitivität und Spezifität der Methode begründet liegt. Trotz dieser 
Sensitivität der verwendeten real time-PCR konnte jedoch weder für Milzzellsuspensionen 
noch für murine CD19+ B-Lymphozyten des Milzgewebes eine Expression von muCAR 
detektiert werden. Dies wurde anschließend auch auf Proteinebene mittels Western Blot-
Analyse bestätigt (Abb. 12A). Die schwache im Gesamtmilzgewebe detektierte Transkrip-
tion von muCAR findet daher vermutlich in Bindegewebs- oder Endothelzellen dieses Or-
gans statt. Diese Ergebnisse entsprechen denen von Mena et al. (1999), die gleicherma-
ßen Untersuchungen zur Expression von muCAR in murinen B-Zellen durchführten. Dabei 
war ebenfalls eine Detektion von muCAR, in diesem Fall jedoch mittels RT-PCR, nicht 
möglich. Lediglich durch eine Southern Blot-Analyse der durch PCR amplifizierten cDNA-
Proben war eine schwache muCAR-Bande nachweisbar. Vermutet wurde jedoch, dass 
dieses positive Signal das Resultat einer Kontamination der Lymphozytensuspensionen 
mit Nicht-B-Zellen war, da dies aufgrund der verwendeten Selektionsmethode für B-Zellen 
über Antikörper-beschichtete Petrischalen relativ wahrscheinlich ist [232]. Im Gegensatz 
zum murinen Homolog konnte die Expression von huCAR sowohl in den als Positivkon-




Spender mittels real time-PCR nachgewiesen werden, wobei die mRNA-Mengen im Lym-
phozytengemisch etwa 10-12 mal höher waren als die in Raji- und CD19+ B-Zellen (Abb. 
11). Die folgende Western Blot-Analyse zeigte jedoch, dass trotz dieser scheinbar statt-
findenden Transkription des humanen CAR-Gens ein Nachweis des entsprechenden Pro-
teins nicht möglich war (Abb. 12B). Ausschließlich Raji-Zellen wiesen das 46 kDa große 
huCAR-Molekül auf. Aufgrund der Detektion geringer Mengen an huCAR-mRNA kann 
jedoch ein Vorhandensein einzelner CAR-Moleküle auf humanen CD19+ B-Zellen nicht 
völlig ausgeschlossen werden.  
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass murine CD19+ B-Lymphozyten das für die 
Internalisierung von CVB3 verantwortliche Rezeptorprotein muCAR nicht bilden, womit ein 
Viruseintritt über dieses Molekül ausgeschlossen werden kann. Humane CD19+ B-
Lymphozyten synthetisieren im Gegensatz dazu zwar in geringem Maße huCAR-
spezifische mRNAs, bilden jedoch das entsprechende Protein allenfalls in sehr geringen 
Mengen, was vermuten lässt, dass eine virale Penetration dieser Zellen nicht durch hu-
CAR vermittelt wird. Da jedoch, wie unter 5.1. beschrieben, sowohl in murinen als auch in 
humanen CD19+ B-Lymphozyten eine aktive Replikation von CVB3 stattfindet, müssen 
andere Faktoren oder Mechanismen existieren, die ein Eindringen in diese Immunzellen 
ermöglichen bzw. fördern. 
 
5.2.2 Antikörper-vermittelte CVB3-Aufnahme in murine und humane CD19+ B-Zellen 
Neben der typischen im Zuge der Infektion einer Wirtszelle stattfindenden viralen Interak-
tion mit spezifischen zellulären Oberflächen-Rezeptoren bzw. Corezeptoren sind einige 
Viren für eine effiziente Penetration bestimmter Targetzellen auf das Vorhandensein vi-
russpezifischer Antikörper angewiesen. Die normalerweise für eine Virusneutralisation 
verantwortlichen Moleküle wirken dann unter Umständen potenzierend auf die virale In-
fektion und das dadurch zustande kommende Krankheitsbild. Dieses als „antibody-
dependent enhancement“ (ADE) bezeichnete Phänomen wurde zum ersten Mal in den 
60er Jahren durch Hawkes et al. beschrieben und ist seither sowohl in vitro als auch in 
vivo für eine Reihe von Vertretern der unterschiedlichsten Virusfamilien belegt worden 
[123, 124]. Dazu zählen u. a. Flaviviren, wie das Gelbfieber-Virus [282], die Dengue-Viren 
[118, 119, 208], das West-Nil-Virus und das Japanische Enzephalitis-Virus [123, 124] a-
ber auch HIV-1 [145, 270, 321], das Respiratorische Synzytial-Virus (RSV) [102], das 
Ebola-Virus [319] und Influenza-A-Viren [251, 324]. Diese Viren sind zumeist in der Lage, 
Immunzellen zu infizieren, die Produktion einer großen Menge an Antikörpern zu induzie-
ren und persistierende Infektionen auszulösen [331]. Die bis dato bekannten Mechanis-




chen, können anhand der involvierten zellulären Oberflächenmoleküle grob in zwei Grup-
pen eingeteilt werden: FcγR-abhängig und Komplement-abhängig [318].  
Der von den meisten Viren verwendete Mechanismus ist dabei das FcγR-vermittelte ADE 
[120], wobei es zu einer Interaktion zwischen Virus-Antikörper-Komplexen und FcγR-
tragenden Zellen kommt, indem der Fc-Teil des Immunglobulins an das Rezeptormolekül 
bindet. Dabei unterstützen meist nur Antikörper der Klasse IgG eine Verstärkung der vira-
len Infektion, während IgM-Antikörper eher zu einer Virusneutralisation führen [118, 124]. 
Zellen, die einen oder mehrere der vier FcγR-Typen aufweisen, sind dabei meist Kompo-
nenten des Immunsystems wie Makrophagen, Monozyten, B-Lymphozyten, Neutrophile 
oder Granulozyten [246, 318]. Eine Virusgruppe, für die dieser ADE-Mechanismus häufig 
beschrieben wurde, ist die Familie der Flaviviridae, wobei der Antikörper-vermittelte Ein-
tritt in FcγR-tragende Targetzellen und ein damit verbundenes schwerwiegendes Krank-
heitsbild vor allem für die vier Dengue-Virus (DV)-Typen in den letzten Jahrzehnten aus-
führlich charakterisiert wurde. So konnte bereits 1970 ein Zusammenhang zwischen dem 
Schweregrad des durch diese Viren verursachten Dengue-Fiebers bei Kindern und dem 
Vorhandensein virusspezifischer maternaler Antikörper festgestellt werden [116, 117]. 
Dies wurde ebenfalls in Rhesusaffen beobachtet und durch weiterführende Ergebnisse 
bestätigt [115]. Epidemiologische Relevanz hinsichtlich der Verstärkung des Krankheits-
bildes erlangte das ADE durch ein Infektionsgeschehen in Thailand bei dem seropositive 
Kinder nach Neukontakt mit einem anderen DV-Typ schwersten Formen des Dengue-
Hämorragischen Fiebers (DHF) und des Dengue-Schock-Syndroms (DSS) entwickelten 
[114]. Zudem zeigte eine neuere klinische Studie, dass Patienten, welche bereits eine 
Infektion mit einem der DV-Typen durchgemacht hatten und nachfolgend nochmals mit 
DV-2 in Kontakt kamen, ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung eines DSS aufwiesen als 
seronegative Patienten, wobei die Kombination aus DV-1 und DV-2 die schwerwiegends-
ten Folgen hatte [43]. Aber auch andere Viren, wie HIV-1 [145, 195, 321, 340] oder das 
Maul- und Klauenseuche-Virus [224] sowie Adenoviren [197] nutzen den FcγR-
abhängigen Weg des ADE.  
Der zweite Mechanismus bedient sich unterschiedlicher Komponenten des Komplement-
systems, wie z. B. Komplement-Rezeptoren (KR), welche nicht nur auf Immunzellen, son-
dern auf den verschiedensten Zelltypen vorkommen. Diese Strategie wurde zum ersten 
Mal durch Cardosa et al. (1983) beschrieben. Dabei konnte das ADE einer West-Nil-
Virus-Infektion in FcγR-tragenden Zellen nicht durch den Einsatz eines Anti-FcγR-
Antikörpers inhibiert werden, während hingegen durch einen monoklonalen Antikörper 
gegen den KR3 eine nahezu vollständige Blockierung erreicht wurde [29]. Vermutlich bin-




Fc-Teile der Virus-Antikörper-Komplexe, wodurch es anschließend zur Aktivierung einer 
Komplemetkaskade kommt, infolge derer z. B. das C3b-Fragment an seinen Rezeptor 
bindet und eine Internalisierung des Virus veranlasst. Für HIV-1 wurde eine Beteiligung 
des KR2 und CD4 am Komplement-abhängigen ADE beschrieben [107, 270, 271, 339]. 
Bei Infektionen mit Ebola-Virus konnte die Komplement-Komponente C1q als entschei-
dender Mediator für ein ADE identifiziert werden [317, 319], wobei es nach dessen Inter-
aktion mit Viruspartikel-gebundenen Antikörpern nicht zur Aktivierung einer Komplement-
Kaskade, sondern vermutlich zu einer direkten Bindung dieses Virus-Antikörper-C1q-
Komplexes an einen zellulären C1q-Rezeptor kommt [73, 244].  
Zusätzlich wurde kürzlich bei HIV-1 ein weiterer FcγR- und Komplement-unabhängiger 
ADE-Mechanismus in vitro beschrieben, der als Rezeptor-aktiviert bezeichnet wird. Dabei 
binden monoklonale Antikörper an die den viralen Rezeptor erkennende Stelle am gp120-
Glykoprotein der Virushülle und verursachen dadurch eine Konformationsänderung, die 
trotz einer hohen Antikörperkonzentration die Bindung von HIV-1 an seinen Rezeptor und 
so einen verstärkten Eintritt in die Targetzelle ermöglicht [110, 289, 312].  
Hinsichtlich einer durch virusspezifische Antikörper vermittelten Verstärkung des Virusein-
tritts bzw. der viralen Infektiösität liegen, im Vergleich zu anderen Virusfamilien, für Picor-
naviren nur wenige Daten vor. Mason et al. (1993) und Baxt et al. (1995) konnten zeigen, 
dass Antikörper-komplexiertes Maul- und Klauenseuche-Virus über einen FcγR-
abhängigen Weg in der Lage ist, Virusrezeptor-freie CHO-Zellen sowie murine und porzi-
ne Makrophagen zu infizieren und eine aktive Replikation in den Immunzellen durchzufüh-
ren [15, 224]. Für Poliovirus wurde zudem eine erfolgreiche Infektion nicht suszeptibler 
muriner L-Zellen in Anwesenheit von Anti-Poliovirus-Antikörpern beschrieben, wenn diese 
den hochaffinen FcγRI stabil exprimierten [8]. Im Jahre 2001 erschienen Studien, welche 
erstmalig eine Antikörper-vermittelte Infektion von Zellen durch CV identifizierten. Dabei 
war die Infektiösität von CVB4 für primäre humane CD14+ Monozyten in einem PBMC-
Gemisch um das 100-fache gesteigert, wenn das Virus mit nicht neutralisierenden, virus-
spezifischen Antikörpern vorbehandelt wurde. Erfolgte diese Vorinkubation mit reinem 
humanen Plasma oder neutralisierenden Antikörpern, war die coxsackievirale Infektions-
rate stark verringert. Zudem produzierten diese Monozyten deutlich erhöhte Mengen an 
Interferon-α (IFN-α) [40, 140]. Eingehendere Untersuchungen zeigten später auch eine 
Anti-CVB3-Antikörper-abhängige Steigerung der CVB3-induzierten IFN-α-Produktion in 
humanen PBMCs und konnten für beide CVB-Typen eine Beteiligung VP4-spezifischer 
Immunglobuline an diesem Prozess identifizieren [41, 278]. Zwei weitere Studien zur In-
fektion der murinen Makrophagen-ähnlichen Zelllinien J774.1 bzw. P388D1 mit CVB3 




50-fache nachweisen [103, 184]. 
Ausgehend von diesen Studien und im Hinblick auf die zuvor festgestellte fehlende bzw. 
marginale Expression des coxsackieviralen Rezeptors CAR auf der Oberfläche muriner 
und humaner CD19+ B-Lymphozyten (siehe 5.2.1) wurde in eigenen Experimenten die 
Möglichkeit einer Antikörper-vermittelten Penetration dieser Immunzellen durch CVB3 
untersucht. Dazu erfolgte vor Infektion der jeweiligen primären CD19+ Zellen eine Vorin-
kubation der in Relation zur Zellzahl stets konstanten Menge an CVB3 in Ab- oder Anwe-
senheit virusspezifischer Antikörper. Die optimale Verdünnung der dafür verwendeten 
Anti-CVB3-Seren aus infizierten Mäusen bzw. einer seropositiven Spender-Person wurde 
durch Vorversuche bestimmt (Daten nicht gezeigt). Während das humane Serum in allen 
nachfolgenden Untersuchungen aufgrund einer hohen Konzentration an spezifischen 
neutralisierenden Anti-CVB3-Antikörpern in einer Verdünnung von 1:200 eingesetzt wur-
de, erbrachte das murine Serum 1:100-verdünnt viel versprechende Resultate. In den 
entsprechenden Kontroll-Seren aus einem seronegativen Spender bzw. aus nicht infizier-
ten Mäusen konnten keine neutralisierenden Anti-CVB3-Antikörper nachgewiesen wer-
den. Um herauszufinden, welchen Einfluss eine Vorinkubation mit virusspezifischen Anti-
körpern auf die Aufnahme von CVB3 in CD19+ B-Zellen und den viralen Vermehrungszyk-
lus hat, wurde die intrazelluläre Konzentration infektiöser Viruspartikel über einen Zeit-
raum von 24 h verfolgt. Dabei zeigte sich in murinen CD19+ B-Zellen der Milz, dass in 
Abwesenheit CVB3-spezifischer Antikörper zu Beginn der Infektion (2-3 h p. i.) nur eine 
sehr geringe Menge an Virionen aufgenommen wurde, die zwar zwischen 4-6 h p. i. einer 
Eclipse gleichkommend absank, anschließend jedoch bis zum Ende des Beobachtungs-
zeitraumes nicht über die Ausgangskonzentration anstieg und 24 h p. i. nahezu nicht 
mehr nachweisbar war (Abb. 13A). Dies weist, wie schon unter 5.1 vermutet, auf eine 
extrem geringe Anzahl empfänglicher CD19+ B-Zellen hin und bestätigt die Ergebnisse 
von Mena et al. in vivo und Anderson et al. in vitro, die ebenfalls eine sehr geringe Infekti-
onsrate primärer muriner B-Zellen bzw. Splenozyten feststellten [5, 232]. Wurde die Vi-
russuspension vor Infektion jedoch mit verdünntem CVB3-spezifischen Serum versetzt, 
war bereits 2 h p. i. die Aufnahme infektiöser Partikel im Vergleich zu den Kontrollkulturen 
etwa um das 5-fache gesteigert (Abb. 13B). Kurz darauf (3-6 h p. i.) sank der Virustiter 
deutlich ab, was auf die für eine virale Infektionskinetik typische „uncoating“-Phase hin-
deutet, während der nur wenige infektiöse, durch ein Kapsid umhüllte Virionen in den Zel-
len vorliegen und Translations- und Replikationsprozesse ablaufen. Im Anschluss an die-
se Vermehrung der viralen RNA, der Bildung neuer Virusproteine und dem Zusammenbau 
reifer Partikel konnten dann 10-12 h p. i. nochmals signifikant erhöhte intrazelluläre Titer 




lich aufgenommenen Partikelmenge (2 h p. i.) entsprachen noch diese überstiegen, kann 
von einer eher eingeschränkt ablaufenden Virusinfektion in murinen CD19+ B-
Lymphozyten ausgegangen werden. Ein möglicher Grund dafür könnte z. B. die Bindung 
der zugesetzten Antikörper an die viralen Kapside und eine daraus resultierende begrenz-
te Vermehrungsfähigkeit einiger Partikel oder aber eine geringe Stoffwechselaktivität der 
B-Zellen sein. Ein Absinken der intrazellulären Viruskonzentrationen zwischen 11-12 h 
p. i. verdeutlichte schließlich ein Freisetzen der reifen Virionen ins umgebende Medium. 
Da auch hier bis zum Ende des untersuchten Zeitraums kein weiterer Anstieg der intrazel-
lulären Titer zu verzeichnen war, kann davon ausgegangen werden, dass es nach dem 
beobachteten Replikationszyklus nicht zur Infektion neuer Zellen kommt, was vermutlich 
wiederum in der geringen Zahl empfänglicher CD19+ B-Zellen begründet liegt. Um ledig-
lich ein Haften der Antikörper-gebundenen Viruspartikel an der Oberfläche der Zellen 
auszuschließen, wurden murine CD19+ B-Zellen in einem weiteren Versuch mit der re-
kombinanten Virusvariante CVB3H3/EGFP infiziert, welche ebenfalls entsprechend vorin-
kubiert wurde. Da dieses Virus, wie bereits erwähnt, eine leicht verzögerte Wachstumski-
netik zeigt, erfolgte die Isolation des Gesamtproteins 20 h p. i. Wie Abbildung 14 darstellt, 
konnte auch dabei in Anwesenheit virusspezifischer Antikörper eine im Vergleich zu Kon-
trollkulturen gesteigerte Menge an viral gebildetem EGFP detektiert werden. Dies bestä-
tigt nicht nur ein Eindringen der Viruspartikel in die Zellen, sondern wiederum auch eine 
aktive CVB3-Replikation in diesen Lymphozyten. 
Vergleichende Untersuchungen zu einer Antikörper-vermittelten CVB3-Aufnahme in hu-
mane CD19+ B-Lymphozyten des peripheren Blutes ergaben ähnliche Ergebnisse (Abb. 
15A). In Anwesenheit virusspezifischer Immunglobuline stiegen die intrazellulären Virus-
konzentration 2 h p. i. ebenfalls signifikant an und sanken anschließend wiederum schnell 
ab. Im weiteren Verlauf der Infektion konnte dann allerdings nur zwischen 6 h und 9 h p. i. 
eine geringe Erhöhung der Menge infektiöser Partikel beobachtet werden, was ebenfalls 
auf eine stark eingeschränkte Virusvermehrung in diesen Zellen hindeutet. Wurde die 
Virussuspension mit humanem Kontroll-Serum ohne spezifische Antikörper vorinkubiert, 
zeigte sich im Gegensatz zu den murinen Zellen eine deutliche Zunahme der intrazellulä-
ren Titer zu Beginn der Infektion, wobei 4-5 h p. i. ein Maximum erreicht wurde, das je-
doch immer noch weit unter dem Höchstwert der Vergleichskulturen lag. Während ein 
Antikörper-vermittelter Viruseintritt in humane CD19+ B-Lymphozyten demnach scheinbar 
sehr schnell nach der Infektion stattfindet und zu hohen Partikelkonzentrationen führt, 
findet auch unter Kontrollbedingungen eine deutliche, jedoch leicht verzögerte Aufnahme 
der Virionen in diese Zellen statt. Dies hat zudem zur Folge, dass der 2 h p. i. bestimmte 




Kontroll-Kulturen nur etwa doppelt so hoch war (Abb. 15B). Dieser Unterschied zu muri-
nen CD19+ B-Lymphozyten, welche, wie oben beschrieben, zu diesem Zeitpunkt eine 
deutlich größere Abweichung der Virustiter zueinander aufwiesen, könnte zum einen in 
der unterschiedlichen Herkunft der Zellen aus Milz bzw. peripherem Blut und einem mög-
licherweise damit verbundenen anderen Phenotyp begründet sein. Zum anderen wäre in 
Abwesenheit von spezifischen Antikörpern eine zusätzliche Aufnahme von Viruspartikeln 
über einzelne CAR-Moleküle möglich, da, wie unter 5.2.1 beschrieben, ein Vorhandensein 
dieser Rezeptoren auf humanen CD19+ B-Lymphozyten nicht ganz ausgeschlossen wer-
den konnte. Letztere Hypothese wird durch zusätzliche Infektionsexperimente mit huma-
nen Raji-Zellen unterstützt, da weder durch die Inkubation von CVB3 noch durch eine 
Vorbehandlung dieser Zellen mit humanem Antikörper-haltigen Serum eine verstärkte 
Virusaufnahme erreicht wurde (Abb. 16). Aufgrund der reichlich vorhandenen CAR-
Moleküle auf deren Zelloberfläche (Abb. 12), erfolgt so vermutlich eher eine Internalisie-
rung der Virionen über diesen Rezeptor.  
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass es sowohl bei murinen als auch bei huma-
nen CD19+ B-Lymphozyten in Anwesenheit eines CVB3-spezifischen Serums bereits kurz 
nach Infektionsbeginn zu einer schnellen Aufnahme der Virionen ins Zellinnere kommt, 
was signifikant erhöhte Konzentrationen infektiöser Partikel zur Folge hat. Dabei ist frag-
lich, inwieweit diese Virustiter (2 h p. i.) durch eine verstärkte Aufnahme von Virus in die 
wenigen empfängliche Zellen zustande kommen oder ob quantitativ mehr Zellen infiziert 
werden. Im Anschluss findet dann vor allem in murinen Zellen im Gegensatz zu Kontroll-
kulturen eine typische produktive Virusvermehrung statt. Da es jedoch in beiden primären 
Zelllinien nach einem Vermehrungszyklus über ca. 12 h nicht zur Infektion weiterer Zellen 
kommt, scheint nur eine begrenzte Anzahl an B-Lymphozyten suszeptibel für CVB3 zu 
sein. Bei humanen Raji-Zellen konnte ein solches ADE nicht beobachtet werden. Diese 
Ergebnisse bestätigen die in verschiedenen Studien bereits beschriebene coxsackievirale 
Strategie, unter normalen Umständen nur begrenzt bzw. nicht empfängliche Immunzellen 
über einen durch virusspezifische Antikörper vermittelten Weg zu infizieren und im Zuge 
dessen die Produktion verschiedener Zytokine, wie IFN-α oder Interleukin-12, auszulösen 
[40, 41, 140, 353]. So konnte gezeigt werden, dass die CVB4-Infektiösität für humane 
PBMCs und dabei insbesondere für CD14+ Monozyten stark erhöht war, wenn die zur 
Infektion verwendete Virussuspension mit einem humanen Plasma, welches virusspezifi-
sche Antikörper enthielt, vorinkubiert wurde. Dabei war die Anzahl infizierter Zellen noch-
mals gesteigert, wenn das Virus ausschließlich mit nicht neutralisierenden Anti-CVB4-
Antikörpern behandelt wurde. Zusätzlich konnte belegt werden, dass es trotz der fehlen-




tiösen CVB4-Partikeln kam [40, 140].  
Um zu untersuchen, ob der zuvor beschriebenen Anti-Serum-vermittelten gesteigerten 
CVB3-Infektiösität für murine CD19+ B-Lymphozyten tatsächlich eine Beteiligung von An-
tikörpern zugrunde liegt und inwieweit dabei neutralisierende bzw. nicht neutralisierende 
Immunglobuline eine Rolle spielen, wurde das zur Vorinkubation verwendete Serum in 
unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt oder mit Protein A behandelt. Wie Abbil-
dung 17 verdeutlicht, konnte der verstärkende Effekt (2 h p. i.) des murinen Anti-Serums 
(1:100) durch eine zunehmende Verdünnung und eine damit einhergehende sinkende 
Antikörperkonzentration signifikant reduziert (1:250, 1:500) und letztlich vollkommen un-
terdrückt werden (1:1000). Im Gegensatz dazu hatte eine entsprechende Ausdünnung 
des Kontroll-Serums keinen Einfluss auf die Menge intrazellulärer Viruspartikel. Eine sol-
che mit zunehmender Verdünnung des Anti-Serums auftretende Reduktion des verstärk-
ten Effekts konnte auch von Girn et al. (2002) für ein ADE der Infektion von J774.1-Zellen 
mit CVB3 gezeigt werden [103]. Dies deutet darauf hin, dass in der Tat virusspezifische 
Antikörper für ein Eindringen von CVB3 in murine CD19+ B-Zellen von Bedeutung sein 
könnten. Dabei kann jedoch die Beteiligung anderer, speziell im Anti-CVB3-Serum vor-
handener Komponenten nicht ausgeschlossen werden, deren Konzentration ebenfalls mit 
zunehmendem Verdünnungsgrad sinken würde.  
Durch eine Behandlung des Serums mit Protein A war es dennoch möglich, virusspezifi-
sche Antikörper als eine Ursache für die gesteigerte CVB3-Aufnahme in diese Zellen zu 
identifizieren. Dieses ursprünglich aus der Zellwand von Staphylococcus aureus stam-
mende Protein ist in der Lage, den Fc-Teil von Immunglobulinen vieler Säugetierspezies 
durch die Interaktion mit der schweren Kette zu binden [207]. Dabei wurde sowohl eine 
bevorzugte Interaktion mit IgG-Molekülen [191] als auch speziesabhängig unterschiedli-
che Affinitäten zu den verschiedenen IgG-Subklassen beschrieben. So bindet Protein A 
mit einer starken Tendenz besonders murine IgG2a/b-Moleküle, während die Interaktion 
mit den Subklassen IgG1 und IgG3 eher geringer ist [35, 80]. Die vier humanen IgG-
Antikörperklassen weisen dagegen mit Ausnahme von IgG3, welches nicht gebunden 
wird, eine sehr hohe Affinität zu Protein A auf [70]. Da durch die Zugabe dieses Proteins 
eine signifikante Reduktion der durch das Anti-Serum vermittelten CVB3-Infektiösität für 
murine CD19+ B-Zellen erreicht werden konnte (Abb. 18), kann davon ausgegangen wer-
den, dass virusspezifische IgG-Antikörper an diesem viralen Penetrationsmechanismus 
beteiligt sind. Im Gegensatz dazu wurde die intrazelluläre Virusmenge in humanen B-
Lymphozyten des peripheren Blutes durch eine Protein A-Behandlung des entsprechen-
den Anti-Serums nicht reduziert, sondern vielmehr zusätzlich zur bestehenden Antikörper-




auf die bereits erwähnte speziesspezifische Affinität von Protein A für unterschiedliche 
humane IgG-Subklassen hin und lässt insbesondere auf eine Beteiligung humaner IgG3-
Antikörper am ADE schließen, da deren Fc-Teile nicht oder nur geringfügig gebunden 
werden und diese Immunglobuline somit verfügbar vorliegen, um eine effiziente Virusauf-
nahme zu unterstützen. Dass eine durch virusspezifische Antikörper vermittelte Virusin-
fektion durch die zunehmende Verdünnung oder den Einsatz von Protein A gehemmt 
bzw. vollständig inhibiert werden kann, wurde auch für verschiedene Ebola-Virus-Stämme 
sowie für das „feline infectious peritonitis virus“ (FIPV) gezeigt [143, 319].  
Um herauszufinden, inwieweit das murine verstärkende Anti-CVB3-Serum in der verwen-
deten Verdünnungsstufe von 1:100 eine neutralisierende Wirkung auf die eingesetzte 
Virusmenge hat, wurde die Konzentration noch vorhandener infektiöser Partikel für das 
Virus-Serum-Gemisch nach der Vorinkubation mittel TCID50-Test bestimmt. Im Vergleich 
zu den zusätzlich angefertigten Verdünnungsstufen von 1:20 und 1:40, welche eine Re-
duktion der eingesetzten Virusmenge um mehr als eine log-Stufe zur Folge hatten, zeigte 
das Anti-Serum mit einer Verdünnung von 1:100 nur eine leicht neutralisierende Eigen-
schaft (Abb. 19A), die nur geringfügig stärker als die des entsprechend verdünnten muri-
nen Kontroll-Serums war (Abb. 19B). Wurde die Konzentration des Serums, dem voran-
gegangenen Versuch (vgl. Abb. 17) entsprechend, noch weiter verringert, war nahezu 
keine Reduktion der ursprünglich eingesetzten Virusmenge mehr nachweisbar. Unter zu-
sätzlicher Berücksichtigung der durch Vorversuche erzielten Ergebnisse, die zeigten, dass 
Serumverdünnungen von 1:50 (Daten nicht gezeigt) und 1:250 (Abb. 17) einen deutlich 
geringeren penetrationsverstärkenden Effekt aufweisen als das 1:100-verdünnte Anti-
Serum, dieses jedoch nur geringe neutralisierende Wirkung besitzt, kann vermutet wer-
den, dass eher nicht neutralisierende CVB3-spezifische Antikörper für die gesteigerte Vi-
rusaufnahme in murine CD19+ B-Lymphozyten verantwortlich sind. Dies würde den durch 
Hober et al. und Chehadeh et. al. erzielten Ergebnissen für ein ADE bei CVB4 entspre-
chen [40, 140]. Zudem zeigten immunhistochemische APAAP-Untersuchungen an CVB3-
infizierten GMK-Zellen und unter Verwendung der verschiedenen Serumverdünnungen, 
dass trotz des geringen Anteils an neutralisierenden Immunglobulinen im 1:100-
verdünnten Anti-Serum eine intensive Erkennung coxsackieviraler Antigene durch virus-
spezifische Antikörper stattfindet (Abb. 20C). Auch mit der Verdünnungsstufe 1:250, wel-
che, wie zuvor beschrieben, noch eine geringe Aktivität besitzt, die Infektion muriner B-
Zellen zu verstärken, war es möglich, Virusantigene zu detektieren (Abb. 20D). Im Ge-
gensatz dazu zeigten das Anti-Serum in höheren Verdünnungen (1:500/1:1000) sowie 
das Kontroll-Serum (1:20) nur geringfügige bzw. keinerlei Antigenbindungseigenschaft 




Ergebnisse zur Bildung von Immunkomplexen aus nicht neutralisierenden Antikörpern und 
CVB4. So wurden die in einem humanen Anti-Serum enthaltenen Immunglobuline zu-
nächst mittels Protein A-Affinitätschromatographie isoliert und zusätzlich über eine CVB4-
spezifische Sepharose-Säule aufgetrennt. Anschließend war es möglich, sowohl mit der 
gebundenen Fraktion als auch durch eine entsprechende Inkubation von CVB4 mit den 
Antikörpern des Durchflusses eine Immunkomplex-Bildung nachzuweisen, die zudem 
abhängig von der Antikörperkonzentration war. Ausschließlich mit nicht neutralisierenden 
Immunglobulinen komplexierte Viruspartikel waren dann in der Lage, eine ADE-abhängige 
IFN-α-Produktion humaner PBMCs zu induzieren [40].  
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die in Anwesenheit eines Anti-Serums ge-
steigerte Infektiösität von CVB3 für murine CD19+ B-Lymphozyten durch virusspezifische 
Antikörper vermittelt wird, die zwar die Fähigkeit besitzen, Virusantigene zu erkennen und 
an diese zu binden, jedoch nur eine geringe neutralisierende Wirkung haben. Zudem darf 
gleichzeitig nur eine sehr geringe Konzentration an neutralisierenden Antikörpern vorhan-
den sein. Da die Wahrscheinlichkeit einer natürlichen humanen Infektion mit einem CV 
der Gruppe B vergleichsweise hoch ist und es zudem dabei sowohl zur Bildung sero-
typspezifischer als auch zu der gruppenspezifischer Antikörper kommt, die nicht zu einer 
Virusneutralisation führen [92, 96], wäre ein verstärkter Viruseintritt in B-Zellen des peri-
pheren Blutes durch diese Immunglobuline bei einer Neuinfektion mit einem hetero- oder 
homologen CVB, noch vor der Produktion neutralisierender Antikörper durch das Immun-
system, und damit eine schnelle Virusverteilung durchaus denkbar.  
 
5.2.3 Bedeutung zellulärer Fcγ-Rezeptoren  
Bei einer Vielzahl von Viren ist es möglich, die beobachtete Verstärkung der Infektion für 
verschiedene Zielzellen durch Antikörper zu blockieren, welche gegen einen oder mehre-
re zelluläre FcγR auf der Zelloberfläche gerichtet sind. Zum ersten Mal wurde dies durch 
Peiris et al. für das West-Nil-Virus gezeigt [258, 259]. Aber auch die Infektion Makropha-
gen-ähnlicher Zelllinien mit dem Gelbfieber-Virus oder Dengue-Viren konnte durch eine 
Vorbehandlung mit anti-FcγR-Antikörpern inhibiert werden [61, 280, 281]. Ausgehend von 
diesen Ergebnissen wurde dann der bereits unter 5.2.2 beschriebene FcγR-abhängige 
ADE-Mechanismus identifiziert und später für weitere Viren belegt. Nach einer, durch die 
Bindung verstärkender Antikörper an geeignete virale Epitope gekennzeichneten, Immun-
komplexbildung kann es zur Interaktion zwischen zellulären FcγR und dem Fc-Teil der 
Immunglobuline kommen [101]. So ist auch an Antikörper gebundenes Poliovirus in der 
Lage, humane PBMCs über einen FcγR zu infizieren und dadurch eine gesteigerte IFN-α-




dien zum ADE bei CVB4 verschiedene monoklonale Antikörper für drei FcγR-Klassen: 
hoch affine FcγRI (CD64) sowie niedrig affine FcγRII (CD32) und FcγRIII (CD16). Dabei 
konnte gezeigt werden, dass ausschließlich Antikörper gegen FcγRII und FcγRIII zu einer 
Reduktion der Anzahl infizierter Zellen führten, während ein Anti-FcγRI-Antikörper keinen 
Effekt hatte. Dies ließ demnach auf eine Beteiligung dieser beiden Rezeptoren an der 
Antikörper-vermittelten CVB4-Infektion humaner CD14+ Monozyten schließen [140].  
Um zu untersuchen, ob und inwieweit auch das durch eigene Experimente belegte ADE 
bei der Infektion primärer muriner CD19+ B-Lymphozyten durch eine Interaktion Antikör-
per-gebundener CVB3-Partikel mit zellulären FcγR zustande kommt, wurden ebenfalls 
Blockierungsexperimente durchgeführt. Der einzige klassische Antikörper-bindende FcγR 
auf murinen und humanen B-Zellen ist das CD32(FcγRII)-Molekül, welches im Normalfall 
für die Regulation aktivierender Signale verantwortlich ist, die über Dendritische Zellen an 
den B-Zell-Rezeptor weitergeleitet werden [246]. Dies entscheidet dann über eine mögli-
che Proliferation der Zellen, über den Wechsel zur Produktion einer anderen Antikörper-
klasse oder über eine Reifung zu Immunglobulin-sezernierenden Plasmazellen. Werden 
FcγRII und B-Zell-Rezeptor gleichzeitig besetzt, wird Apoptose induziert, was einen weite-
ren Mechanismus zur Kontrolle der B-Zell-Antwort darstellt [246].  
Für eine Blockierung des murinen CD32-Moleküls auf CD19+ B-Lymphozyten wurden die-
se Zellen mit einem Antikörper vorinkubiert, welcher sowohl gegen CD32 als auch gegen 
CD16 (FcγRIII) gerichtet war. Durch eine Kopplung an das grün-fluoreszierende Protein 
FITC war es sehr einfach möglich, die Bindung dieses Antikörpers an die FcγRII-Moleküle 
auf der B-Zelloberfläche nachzuweisen. Abbildung 21 zeigt, dass nach einer Inkubation 
mit diesem Antikörper nahezu jede Zelle von einem deutlich sichtbaren grünen Schein 
umgeben war, was nicht nur auf ein zahlreiches Vorhandensein von FcγR auf CD19+ B-
Lymphozyten schließen lies, sondern auch eine gute Bindungseigenschaft dieses Im-
munglobulins für die entsprechenden Epitope widerspiegelte. Um zu untersuchen, ob die 
zuvor dargestellte gesteigerte Aufnahme Antikörper-gebundener CVB3-Partikel in murine 
B-Zellen über eine Bindung der Immunkomplexe an CD32-Moleküle vermittelt wird, wur-
den die mit zunehmender Konzentration an anti-FcγRII/FcγRIII-Immunglobulinen behan-
delten Zellen mit einer Anti- bzw. Kontroll-Serum-vorinkubierten Virussuspension infiziert. 
Während eine Blockierung von CD32 keinen Einfluss auf die intrazellulären Partikelmen-
gen der Kontrollkulturen hatte, wurde der Eintritt von CVB3-Immunkomplexen überra-
schenderweise mit zunehmender anti-FcγRII/FcγRIII-Antikörperkonzentration begünstigt 
(Abb. 22). Dabei waren die intrazellulären Virustiter 2 h p. i. im Vergleich zu unbehandel-




bachtung durch eine Infektion mit CVB3H3/EGFP, welches ebenfalls zuvor mit Anti-
Serum vorinkubiert wurde, bestätigt werden. Die anschließende EGFP-Western Blot-
Analyse zeigte ein sich mit zunehmender Antikörpermenge intensivierendes spezifisches 
Signal (Abb. 23). Dies lässt darauf schließen, dass die opsonierten Viruspartikel in der 
Lage sind, murine CD19+ B-Lymphozyten scheinbar FcγR-unabhängig zu infizieren und 
im Inneren der Zellen zu replizieren. Dabei kann jedoch eine unvollständige Blockierung 
der zellulären FcγR durch den verwendeten anti-CD32/CD16-Antikörper besonders in 
funktioneller Hinsicht nicht ausgeschlossen werden, was ein noch effizienteres Eintreten 
der Viruspartikel über nicht oder unzureichend besetzte FcγR zur Folge hätte und als eine 
mögliche Ursache für die deutlich gesteigerten intrazellulären Viruskonzentrationen in 
Betracht gezogen werden kann. Um die vorliegende Datenlage zu überprüfen, wurde den 
B-Zellen vor der Infektion anstelle der anti-FcγRII/FcγRIII-Immunglobuline ein kommerziel-
les FcR-Blockierungsreagenz zugesetzt, welches üblicherweise während einer magneti-
schen Separation sehr seltener Zellpopulationen eingesetzt wird. Da es sich bei diesem 
Gemisch um eine Vielzahl verschiedener muriner Immunglobuline handelt, werden den 
Herstellerangaben zufolge alle Fc-Bindestellen auf FcγR-tragenden Zellen effizient blo-
ckiert. Wie Abbildung 24 zeigt, wurde dieses Reagenz in zwei unterschiedlichen Konzent-
rationen eingesetzt, wobei das Verhältnis 1:10 der empfohlenen Menge entspricht. Eine 
höhere Konzentration an FcR-Blockierungsreagenz (1:5) diente zusätzlich zur Absiche-
rung des Ergebnisses. Wurden die murinen B-Zellen anschließend mit Kontroll-Serum-
vorinkubierter Virussuspension infiziert, war keine nennenswerte Steigerung der intrazel-
lulären CVB3-Titer (2 h p. i.) nachweisbar. Im Gegensatz dazu und in Übereinstimmung 
mit den Ergebnissen aus den vorangegangenen FcγR-Blockierunsexperimenten, wurde 
die Virusaufnahme in Anwesenheit virusspezifischer Antikörper mit zunehmender Rea-
genzkonzentration begünstigt.  
Entgegen dem bis dato für verschiedene Picornaviren und speziell auch für CVB3 be-
schriebenen ADE-Mechanismus zur Infektion von Immunzellen über die zellulären FcγR, 
kann zusammenfassend festgestellt werden, dass CVB3 murine CD19+ B-Lymphozyten 
vermutlich über einen Antikörper-vermittelten jedoch FcγR-unabhängigen Weg infiziert. Da 
in beiden FcR-Blockierungsversuchen kein Einfluss auf die nicht durch Antikörper vermit-
telte Virusaufnahme in Kontrollkulturen beobachtet werden konnte, scheint auch dieser 
noch unbekannte coxsackievirale Infektionsweg nicht abhängig von der Funktion zellulä-






5.2.4. Bedeutung des Komplementsystems  
In weiterführenden Untersuchungen wurde festgestellt, dass ein Erhitzen (30 min, 56 °C) 
des zur Virusvorinkubation verwendeten Anti-CVB3-Serums einen hemmenden Einfluss 
auf die Aufnahme von Virionen in murine CD19+ B-Lymphozyten hat (Abb. 25). In diesem 
Fall war die unter normalen Bedingungen gesteigerte intrazelluläre Viruskonzentration um 
45 % reduziert. Dem entgegen beeinträchtigte eine entsprechende Behandlung des Kon-
troll-Serums den Antikörper-unabhängigen Viruseintritt nicht. Diese Beobachtung konnte 
zudem auch für B-Zellen bestätigt werden, die nicht nur aus unbehandelten, sondern 
vielmehr aus CVB3-infizierten Versuchstieren stammten (Tab. 8 und Abb. 32). Dabei ver-
hinderte ein in gleicher Weise durchgeführtes Erhitzen den verstärkenden Effekt des Anti-
CVB3-Serums sogar vollständig und die intrazellulären Virustiter waren in etwa so hoch 
wie die Partikel-Konzentration in B-Lymphozyten, welche mit einer unbehandelten Virus-
suspension infiziert wurden. Eine Ursache für diesen Effekt könnte zum einen die Zerstö-
rung von Immunglobulinen sein, welche, wie zuvor beschrieben, essentiell für eine ver-
stärkte Virusaufnahme sind. Zum anderen könnte diese Beobachtung ein Hinweis auf die 
Beteiligung des Komplement-Systems am beschriebenen ADE-Mechanismus sein, da 
diese Art des Erhitzens als klassische Komplement-Inaktivierungsmethode gilt. Dass eine 
entsprechende Wärmebehandlung zu einer Reduktion der durch Antikörper vermittelten 
Infektiösität eines Virus führen kann, wurde in Übereinstimmung mit den eigenen Ergeb-
nissen bereits von Takada et al. für Ebolavirus gezeigt [319].  
Um einem möglichen Komplement-abhängigen ADE nachzugehen, sollte zunächst unter-
sucht werden, ob und inwieweit eine Komplement-Aktivierung bei der beobachteten ver-
stärkten Aufnahme Antikörper-gebundener CVB3-Partikel in CD19+ B-Lymphozyten eine 
Rolle spielt. Die Komplement-Initiation über den klassischen Weg wird über die Bindung 
von Immunkomplexen an den Komplement-Komplex C1 und insbesondere an die Kom-
ponente C1q vermittelt, was eine Konformationsänderung in diesem Molekül zur Folge hat 
[48]. Weiterer Bestandteil dieses Komplexes ist ein Tetramer aus je zwei Molekülen der 
Serinproteasen C1s und C1r, die nach eigener Spaltung eine kaskadenartige Prozessie-
rung verschiedener Komplement-Komponenten (C4, C2, C3, C5) und die damit einherge-
hende Bildung der zwei wichtigen Komplement-Konvertasen auslösen. Alternativer und 
Lektin-Weg der Aktivierung sind dagegen Antikörper- und C1q-unabhängig, münden je-
doch wie der klassische Weg auch in einer terminalen Komplement-Kaskade, die zur Bil-
dung eines so genannten Membranangriffs-Komplexes und schließlich zu einer Zelllyse 
führt [350, 351]. Da die Aktivität bestimmter Komplement-Komponenten abhängig von der 
Anwesenheit verschiedener Ionen ist [201], kann durch den Einsatz von Chelatoren eine 




Kationen stabile Komplexverbindungen und bewirken so eine Depletion dieser Ionen [89]. 
Durch eine solche Beseitigung betroffen sind u. a. die Ca2+-abhängige Komponente C1q 
des klassischen Wegs [73] und der für den alternativen Initiationsprozess wichtige Faktor 
D, welcher in Abwesenheit von Mg2+ inaktiv ist [238]. In der vorliegenden Arbeit wurde den 
für die Virusvorinkubation verwendeten murinen Seren einer von zwei verschiedenen 
Chelatbildnern beigefügt, wobei die eingesetzte Endkonzentration von 10 mM der in ver-
schiedenen Studien beschriebenen entsprach [63, 89]. Der Einsatz von EDTA, welches 
Ca2+ und Mg2+ komplexiert, verhinderte dabei sowohl eine Komplement-Aktivierung über 
den klassischen als auch über den alternativen Weg, hatte jedoch keinen Einfluss auf die 
verstärkte Antikörper-vermittelte Aufnahme von CVB3 in murine CD19+ B-Lymphozyten 
(Abb. 26). Eine Bindung von Ca2+ im Anti-CVB3-Serum und damit eine Hemmung der 
klassischen Komplement-Aktivierung wurden durch EGTA erreicht. Um einen uneinge-
schränkten Verlauf des alternativen Wegs zu gewährleisten, erfolgte in einigen Fällen 
außerdem die Zugabe von Mg2+, was, wie Abbildung 26 zeigt, im Vergleich zu EDTA und 
EGTA die stärkste Wirkung auf die Aufnahme von Antikörper-gebundenem CVB3 in die B-
Zellen hatte. Diese Reduktion der intrazellulären Virustiter (2 h p. i.) betrug jedoch nur 
etwa 23 % und lässt somit keine eindeutigen Schlüsse auf die Beteiligung einer Aktivie-
rung der Komplementkaskaden zu. Lediglich gibt diese Beobachtung einen Hinweis dar-
auf, dass bestimmte Komponenten des klassischen Initiationsweges eine Antiköper-
abhängige CVB3-Aufnahme begünstigen oder vermitteln könnten. Ein möglicher Mecha-
nismus, der unabhängig von zellulären FcγR oder der Induktion einer Komplementkaska-
de ein ADE ermöglicht wurde 2001/2003 von Takada et al. für das Ebola-Virus beschrie-
ben [317, 319]. Dabei konnte ebenfalls eine durch Verdünnen des Anti-Serums und Be-
handlung mit Protein A die Beteiligung von Antikörpern an der gesteigerten Infektiösität 
verschiedener Virusstämme belegt werden. Durch ein Erhitzen ging die verstärkende Wir-
kung des Anti-Serums ebenfalls verloren; die Zugabe von EGTA hatte jedoch keinen inhi-
bitorischen Einfluss, sondern erhöhte vielmehr den Prozentsatz infizierter Zellen. Durch 
den Einsatz eines Antikörpers gegen die Komplement-Komponente C1q und die daraus 
folgende Reduktion der Immunglobulin-vermittelten Infektiösität des Ebola-Virus, konnte 
später nachgewiesen werden, dass dieser hitzelabile Serum-Faktor verantwortlich für das 
beobachtete ADE ist. Dieses Molekül ist zudem in der Lage, die Fc-Teile von Antikörpern 
zu binden und dirket mit zellulären C1q-bindenden Proteinen oder -Rezeptoren zu inter-
agieren [73]. Takada et al. konnten weiterhin zeigen, dass dabei eine effektivere Infektion 
der Zellen erfolgte, wenn C1q frei vorlag und nicht in Form des Komplement-Komplexes 
C1 gebunden an C1s und C1r vorlag. Die Dissoziation der Komponenten kann zum einen 




werden, wenn C1q an einen Aktivator, d. h. ein Antikörper-gebundenes Pathogen bindet. 
Da auch in der vorliegenden Arbeit eine Hitzeinaktivierung des Anti-CVB3-Serums zur 
Reduktion der infektionsverstärkenden Wirkung führte, zelluläre FcγR vermutlich nicht an 
diesem Prozess beteiligt sind, der Einsatz von Chelatbildnern keine eindeutige Aussage 
über eine Komplementaktivierung zuließ und B-Zellen verschiedene C1q-Rezeptoren 
(z. B. CR1) besitzen, könnte das bei der Infektion muriner CD19+ B-Lymphozyten beo-
bachtete ADE ebenfalls durch diese Komplement-Komponente vermittelt werden. Um 
diese Hypothese zu überprüfen, bedarf es jedoch weiterführenden Untersuchungen. 
5.3 CVB3-Infektion muriner CD19+ B-Zellen in vivo 
5.3.1 Anteil empfänglicher CD19+ B-Zellen im murinen Milzgewebe 
Um die Bedeutung muriner CD19+ B-Lymphozyten während einer akuten CVB3-Infektion 
in vivo und dabei im Speziellen die Infektion dieser Zellen selbst näher zu untersuchen, 
wurden verschiedene Experimente mit männlichen BALB/c-Mäuse durchgeführt. Nach 
einer i. p. Inokulation mit CVB3 konnte bereits 2 Tage p. i., während der akuten Phase der 
Infektion, mittels immunhistochemischer Analyse und spezifischer RT-PCR die Einwande-
rung CD19+ Zellen in das Pankreasgewebe nachgewiesen werden, welches das erste 
Zielorgan für die virale Replikation darstellt (Abb. 27). Fünf Tage später werden auch in 
das infizierte Myokard verstärkt CD19+ B-Zellen rekrutiert. Im Milzgewebe, dessen Follikel 
auch in unbehandelten Tieren eine hohe Zahl an CD19+ B-Zellen enthalten, führte die 
Infektion mit CVB3 zu einer deutlichen Proliferation dieser Zellen in den sekundären 
Keimzentren der weißen Pulpa. Diese starke Zunahme der Milz-B-Lymphozytenzahl infol-
ge einer CVB3-Infektion konnte auch in einer Studie von Mena et al. nachgewiesen wer-
den [232]. Die Funktion dieser B-Lymphozyten besteht dabei zum einen schon während 
der frühen Virämie in der Produktion neutralisierender Antikörper, die eine Bedeutung für 
die Beseitigung freier Virionen haben [44]. Zum anderen sind diese Zellen als Produzen-
ten virusspezifischer Antikörper in der späteren subakuten Phase in Ergänzung zur Rek-
rutierung CD4+ T-Zellen und CD8+ CTL unerlässlich bei der Bekämpfung der Virusinfekti-
on über den humoralen Zweig der Immunantwort [332].  
Um herauszufinden, ob und in welchem Umfang diese CD19+ B-Lymphozyten des muri-
nen Milzgewebes auch nach einer In vivo-Infektion für CVB3 empfänglich sind, wurde das 
Milzgewebe infizierter BALB/c-Mäuse zu verschiedenen Zeitpunkten p. i. entnommen und 
anschließend erfolgte eine CD19-spezifische Isolation von B-Zellen. Wie Abbildung 28A 
zeigt, konnte CVB3 bereits einen Tag p. i. mittels virusspezifischer PCR in den CD19+ 
Lymphozyten detektiert werden, obgleich der Nachweis einer infektiöser Partikel zu die-




durch die PCR-Reaktion amplifizierten und dennnoch sehr schwachen Signals ist davon 
auszugehen, dass 24 h p. i. eine extrem geringe Anzahl an virus-positiven B-Zellen im 
murinen Milzgewebe vorliegt. Eine Produktion infektiöser Viruspartikel konnte dabei nicht 
bestätigt aber auch nicht ausgeschlossen werden, da die ICA-Methode für die Detektion 
einer so geringen Menge an infizierten Lymphozyten vermutlich nicht ausreichend sensitiv 
ist. An den Tagen 3 und 4 nach der Infektion konnte das Virus dann deutlich mittels VP1-
spezifischer PCR in der CD19+ B-Zellpopulation nachgewiesen werden, wobei 3 d p. i. nur 
etwa 0,2-0,3 % und 4 d p. i. noch weniger B-Lymphozyten im ICA eine Plaquebildung ver-
ursachten (Abb. 28C). Zum einen wurde dadurch klar, dass 3 d nach der Infektion die 
maximale Zahl CD19+ B-Lymphozyten infiziert ist, zum anderen weist die Bildung von 
Plaques auf eine mögliche produktive Infektion und damit auf eine aktive Replikation von 
CVB3 in diesen Zellen hin.  
Um dies genauer zu untersuchen, wurde die isolierte RNA zusätzlich unter Verwendung 
von zwei Primern (EV1/EV2), die als strangspezifisch an virale Positiv- bzw. Negativ-
RNA-Stränge bindend beschriebenen wurden [346] in cDNA umgeschrieben, so dass eine 
anschließende PCR mit beiden Oligonukleotiden entweder virale Plus- oder Minus-
Stränge amplifizierte. Dabei konnte bei B-Zellen aus infizierten Tieren Virus-RNA beider 
Orientierungen detektiert werden, wobei deutlich weniger Negativ-Stränge vorlagen (Abb. 
28B). Dies bestätigte zusätzlich eine quantitative Analyse der cDNA mittels real time-
PCR. Das Auftreten von Minus-Strängen sowie das ermittelte Verhältnis dieser zu viralen 
RNA-Genomen (1:21) deuteten auf eine aktive Vermehrung von CVB3 in CD19+ B-Zellen 
hin, da es zum einen unter normalen Umständen im Zuge der Virusreplikation zur Bildung 
von Negativ-Strängen kommt und zum anderen anschließend an einem solchen mehrere 
neue Positiv-Stränge synthetisiert werden [249]. Zusätzlich müssen jedoch neuere Stu-
dien von Kim et al. (2005/2008) bei der Detektion coxsackieviraler Minus-RNA berücksich-
tigt werden, in denen gezeigt wurde, dass es sowohl in vitro als auch in vivo am 5`-Ende 
der viralen RNA zu unterschiedlich langen Deletionen kommen kann, infolge derer auch 
5’-trunkierte Minus-Strang-RNA-Moleküle in virale Kapside verpackt werden, die mitunter 
infektiös sind [179, 180]. Somit kann aufgrund der mittels PCR und ICA erzielten Ergeb-
nisse und unter Berücksichtigung der Resultate aus den oben beschriebenen (5.1) In 
vitro-Infektionsexperimenten zwar von einer aktiven CVB3-Replikation in murinen CD19+ 
B-Lymphozyten der Milz ausgegangen werden, eine falsch positive Detektion viraler trun-
kierter Negativ-Stränge kann jedoch nicht vollständig ausgeschlossen werden, zumal die 
für die strangspezifische RT-PCR verwendeten Primer im mittleren Bereich der 5`-NTR 
binden und Kim et al. belegen konnten, dass die maximale Ausdehnung der 5`-terminalen 




ten strangspezifischen RT-PCR eine solche Deletion und damit auch das Vorhandensein 
Kapsid-umhüllter Negativ-RNA unerkannt bleiben. Zudem kann auch, wie bereits zu Be-
ginn beschrieben, durch die ICA-Methode keine eindeutige und zweifelsfreie Aussage 
über eine aktive Vermehrung von CVB3 in CD19+ B-Lymphozyten getroffen werden. In 
Kombination mit dem Nachweis einer Replikation in diesen Zellen unter In vitro-
Bedingungen (5.1) kann jedoch eine solche angenommen werden. Bei genauerer Unter-
suchung der Sensitivität eines ICA zeigte sich zudem, dass der durch diese Methode er-
mittelte Prozentsatz an infizierten B-Zellen in etwa um das dreifache zu niedrig bestimmt 
wird (Abb. 29). Demzufolge ist davon auszugehen, dass 3 d p. i. etwa 0,6-1 % CD19+ B-
Lymphozyten des murinen Milzgewebes infiziert sind. Dies bestätigt zum einen die bereits 
durch die vorangegangenen In vitro-Infektionsexperimente entstandene Vermutung, dass 
nur ein sehr geringer Anteil an B-Lymphozyten der Milz empfängliche für CVB3 ist. Zum 
anderen entsprechen diese Ergebnisse denen einer Studie von Mena et al. (1999), wobei 
für CD45R/B220+ Milz-B-Zellen immunkompetenter C57BL/6-Mäuse unter Verwendung 
von ICA eine Infektion durch CVB3 belegt werden konnte [232]. Zudem wurde ebenfalls 
3 d nach einer i. p. Virusinokulation ein Maximum an infizierten B-Lymphozyten von 1-
10 % erreicht, was jedoch nicht zu einer Reduktion der B-Zellzahl führte. Der im Vergleich 
zu den eigenen Daten höhere Maximalwert könnte zum einen im unterschiedlichen gene-
tischen Hintergrund der eingesetzten Mausstämme oder auch in einer abweichenden Zu-
sammensetzung des für ICA verwendeten „overlay“ begründet liegen. Eigene Experimen-
te zeigten, dass ein höherer Anteil an Agar einen größeren Teil der überschichteten B-
Zellen schnell einschließt und dadurch eine Freisetzung der potentiell enthaltenen Virus-
partikel hemmt (Daten nicht gezeigt). Ein weiterer Grund für den höheren Anteil infizierter 
Zellen könnte auch die bereits unter 5.2.1 erwähnte „Verunreinigung“ der isolierten Lym-
phozytensuspensionen mit CVB3-empfänglichen Nicht-B-Zellen sein.  
Zusammenfassend lässt sich also feststellen, dass es infolge einer CVB3-Infektion nicht 
nur zu einer starken Proliferation von CD19+ B-Lymphozyten im murinen Milzgewebe 
kommt, sondern dass auch ein geringer Prozentsatz dieser Zellen selbst durch das Virus 
infiziert wird, wobei vermutlich eine aktive und produktive virale Replikation stattfindet. 
Fraglich bleibt dabei jedoch, ob der geringe Anteil empfänglicher B-Lymphozyten eine 
bestimmte Population an Zellen darstellt, inwieweit spezielle Oberflächenstrukturen eine 
selektive Komponente darstellen oder ob nur B-Lymphozyten in einem bestimmten Akti-






5.3.2 CVB3-spezifische Antikörper in vivo  
Basierend auf den unter 5.2.2 beschriebenen In vitro-Ergebnissen zur gesteigerten Anti-
körper-vermittelten Aufnahme von CVB3 in CD19+ B-Zellen aus murinem Milzgewebe 
sollte untersucht werden, inwieweit der Anteil infizierter B-Lymphozyten während einer 
Infektion immunkompetenter Mäuse durch bereits vorhandene virusspezifische Im-
munglobuline beeinflusst wird. Dazu wurde ein In vivo-Infektionsexperiment durchgeführt, 
bei dem das inokulierte Virus auf zweierlei Weise in Kontakt mit virusspezifischen Antikör-
pern gebracht wurde (Tab. 7). Zum einen erfolgte eine natürliche Induktion solcher Im-
munglobuline im Versuchstier selbst, indem eine im verwendeten Mausmodell wenig viru-
lente CVB3-Variante (CVB3M2) [206] im Abstand von 14 d zwei Mal inokuliert wurde (Ino-
kulationsgruppe 4 und 5), was in allen Individuen nachweislich zu einer Antikörperbildung 
führte. Anschließend wurde eine der beiden Gruppen mit dem hoch letalen CVB3-Stamm 
H3 infiziert [190]. Zum anderen erfolgte in Anlehnung an die In vitro-Experimente bei einer 
weiteren Gruppe von Versuchstieren (Inokulationsgruppe 3) vor der Infektion mit CVB3H3 
eine Inkubation der Virussuspension mit verdünntem murinen Anti-Serum.  
Drei Tage p. i. wiesen die Tiere, bei denen vor der „challenge“-Infektion mit CVB3H3 eine 
Antikörperbildung induziert wurde, keine äußerlichen Krankheitszeichen auf und ein Vi-
rusnachweis in den Zielorganen Pankreas, Milz und Herz war mittels TCID50-Test nicht 
möglich. Zudem ergaben auch die mit CD19+ B-Lymphozyten der Milzgewebe durchge-
führten ICA keinerlei Hinweis auf eine Infektion dieser Immunzellen. Eine zusätzliche 
Amplifikation viraler Genome mit Hilfe einer real time-PCR verlief ebenfalls negativ. Dies 
deutet darauf hin, dass die Menge an induzierten neutralisierenden Antikörpern ausrei-
chend war, um die Tiere vollständig vor einer Infektion mit dem „challenge“-Virus zu 
schützen, was die bereits in der Literatur beschriebene Bedeutung von B-Zellen und der 
durch diese gebildeten virusspezifischen Antikörper bestätigt und unterstreicht [44, 332]. 
Da demnach der Anteil neutralisierender Immunglobuline im Blut dieser Tiere hoch gewe-
sen sein musste, konnte ein eventuell auch unter In vivo-Bedingungen stattfindender ver-
stärkter durch nicht neutralisierende Antikörper vermittelter Eintritt von CVB3 in CD19+ B-
Zellen der Milz bzw. ein möglicherweise erhöhter Anteil an infizierten Zellen nicht nach-
gewiesen werden. In zukünftigen Experimenten müsste die Konzentration CVB3-
neutralisierender Antikörper im Blut der Tiere geringer sein, um entsprechende Untersu-
chungen durchführen zu können. Erreicht werden könnte dies z. B. durch eine i. v. Appli-
kation eines stark verdünnten murinen Anti-Serums oder durch eine Infektion der Tiere mit 
einem anderen CVB-Serotyp, da es infolgedessen zur Bildung gruppenspezifischer nicht 
neutralisierender Immunglobuline kommt [92]. Dass eine solche Primärinfektion mit einem 




Sekundärinfektion hat, konnte 1990 durch eine Studie von Beck et al. gezeigt werden. 
Dabei entwickelten die so infizierten Versuchstiere eine schwerwiegendere Entzündung 
des Herzmuskels als Mäuse, die ausschließlich eines der beiden heterologen Viren erhal-
ten hatten [16]. Girn et al. vermuteten später nach weiterführenden Untersuchungen mit 
A/J-Mäusen, denen CVB3 zusammen mit gereinigten Anti-CVB2-Antikörpern verabreicht 
wurde, eine Beteiligung dieser kreuzreaktiven, nicht neutralisierenden Immunglobuline als 
mögliche Ursache für die durch Beck et al. beschriebene Verstärkung der Zweitinfektion 
[103]. Auch in den diesen Mäusen konnte eine deutlich erhöhte Viruslast in Serum, Pank-
reas, Herz und Milz sowie eine massive Zerstörung der Gewebe festgestellt werden. Eine 
Beteiligung von B-Zellen wurde dabei allerdings nicht untersucht, wäre jedoch aufgrund 
der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zur Infektion CD19+ B-Lymphozyten ein interes-
santer Aspekt. Die erhöhte Viruslast der einzelnen Organe könnte dabei durch eine früh-
zeitige, über einen Antikörper-abhängigen Mechanismus vermittelte, Infektion von B-
Zellen und eine dementsprechend schnellere bzw. effizientere Verteilung von CVB3 im 
Wirt zustande kommen.  
Wie Abbildung 31 zeigt, konnte auch durch eine Vorinkubation von CVB3H3 mit dem mu-
rinen Anti-Serum keine Erhöhung des Anteils infizierter CD19+ Milz-B-Zellen erreicht wer-
den und die Menge an viralen Genomen in diesen Zellen war ähnlich der in B-
Lymphozyten CVB3H3-infizierter Tiere der Inokulationsgruppe 2. Auch hatte diese Virus-
Opsonierung keinen positiven, sondern eher einen negativen Einfluss auf die Virusmenge 
im Serum sowie in Pankreas- und Milzgewebe (Abb. 30 A/B/D). Vermutlich wurden die an 
Antikörper-gekoppelten Viruspartikel dabei schneller und effizienter durch das Wirtsim-
munsystem erkannt und effektiv beseitigt. Im Kontrast stehen jedoch, verglichen mit der 
infizierten Kontrollgruppe 2, zum einen deutlich erhöhte Mengen an infektiösem Virus im 
Myokard und zum anderen ein schwerer Krankheitszustand dieser Tiere. Dies deutet dar-
auf hin, dass vorhandene virusspezifische, nicht neutralisierende Antikörper auch hier 
einen negativen Effekt auf die Pathogenese der CVB3-Infektion hatten. Für eine genauere 
Analyse der zugrunde liegenden Vorgänge und Mechanismen sind jedoch weiterführende 
Experimente notwendig. Aus diesem und den vorangegangenen In vivo-
Infektionsversuchen kann jedoch auch geschlossen werden, dass eine erhöhte bzw. ver-
ringerte injizierte Dosis an CVB3 den Anteil infizierter CD19+ B-Lymphozyten in der Milz 







5.3.3 Einfluss des Zellaktivierungsstatus auf die Infektion CD19+ B-Zellen mit CVB3 
Zusätzlich zu den oben beschriebenen untersuchten Parametern wurden die aus Milzge-
websproben der jeweiligen Inokulationsgruppen isolierten CD19+ B-Lymphozyten auf ihr 
Verhalten hin getestet, unbehandeltes CVB3 bzw. opsoniertes Virus aufzunehmen. Dabei 
zeigten sich, wie Abbildung 32 darstellt, überraschenderweise deutliche Unterschiede 
zwischen den B-Lymphozyten verschiedener Versuchsgruppen. Eine In vitro-Infektion mit 
unbehandeltem CVB3 führte 2 h p. i. in Zellen aus CVB3H3- und CVB3H3(opsoniert)-
infizierten Tieren (Gruppen 2/3) im Vergleich zu Zellen aus den anderen Gruppen zu deut-
lich höheren intrazellulären Virustitern. Wurde für die In vitro-Infektion jedoch eine mit An-
ti-CVB3-Antikörpern vorinkubierte Virussuspension verwendet, waren es vor allem B-
Lymphozyten aus Versuchstieren, welche nach zweifacher CVB3M2-Injektion zusätzlich 
CVB3H3 (Gruppe 5) erhalten hatten, die im Vergleich zu Zellen aus Kontrollmäusen signi-
fikant erhöhte intrazelluläre Partikelkonzentrationen aufwiesen. Aber auch B-Lymphozyten 
aus den Inokulationsgruppen 2 und 3 (CVB3H3 und CVB3H3-opsoniert) enthielten dabei 
im Vergleich zur Kontrolle gesteigerte Virusmengen. Wurde das verwendete Anti-CVB3-
Serum erhitzt und erst dann mit der Virussuspension vorinkubiert, waren es wiederum B-
Lymphozyten aus diesen 3 Gruppen, die im Vergleich zu Zellen aus Kontrolltieren signifi-
kant erhöhte intrazelluläre Viruskonzentrationen aufwiesen. Demzufolge versetzt schein-
bar ein vorausgegangener In vivo-Kontakt mit CVB3 CD19+ B-Lymphozyten der Milz in 
einen Zustand, der eine Virusaufnahme im Falle einer sekundären Infektion erleichtert. Da 
die aus lediglich mit CVB3M2 infizierten Tieren stammenden Zellen ein solches Verhalten 
nicht zeigten, war demnach bei B-Lymphozyten der Inokulationsgruppe 5 (CVB3M2+ 
CVB3H3) wiederum die Infektion mit CVB3H3 entscheidend.  
Die erhöhten intrazellulären Titer in Zellen aus CVB3H3- und CVB3H3(opsoniert)-
infizierten Mäusen (Gruppen 2/3) könnten dabei zum Teil auf die In vivo-Infektion selbst 
zurückzuführen sein, da diese Zellen, wie zuvor beschrieben (Abb. 31), bereits infektiöse 
Partikel enthielten. In allen drei Fällen und vor allem bei ursprünglich virusfreien B-
Lymphozyten aus Mäusen der Gruppe 5 könnte jedoch auch ein gewisser Aktivierungszu-
stand der Zellen durch den in vivo stattgefundenen Kontakt mit CVB3H3 und eine daraus 
folgende erhöhte Empfänglichkeit für das Virus ein mögliche Ursache sein. Unterstützt 
wird diese Vermutung auch bei näherer Betrachtung der Anti-Serum-abhängigen Vi-
ruskonzentrationenssteigerung in B-Lymphozyten der unterschiedlichen Inokulationsgrup-
pen. Tabelle 8A zeigt, dass Antikörper-gebundene Viruspartikel am effektivsten durch 
CD19+ B-Zellen der Gruppe 5 (CVB3M2+CVB3H3) aufgenommen wurden. Zwar war auch 
bei Lymphozyten aus den restlichen Gruppen eine verstärkte Aufnahme opsonierter Virio-




wurde nicht annähernd erreicht. Dieser starke Unterschied vor allem im Vergleich zu B-
Zellen der Gruppen 2 (CVB3H3), 3 (CVB3H3 opsoniert) und 4 (CVB3M2), welche eben-
falls aus infizierten Tieren isoliert wurden, könnte auf eine effektivere bzw. schnellere Ak-
tivierung dieser Immunzellen unter In vivo-Bedingungen zurückzuführen sein. Da das 
Wirtsimmunsystem bereits durch die CVB3M2-Primärinfektion in Kontakt mit coxsackievi-
ralen Antigenen gekommen war und ein immunologisches Gedächtnis entwickelt werden 
konnte, wurden die murinen CD19+ Milz-B-Zellen vermutlich in relativ kurzer Zeit nach der 
Inokulation mit CVB3H3 in einen aktivierten Zustand versetzt.  
Ob und inwieweit eine solche Aktivierung die Infektion von murinen CD19+ B-
Lymphozyten beeinflusst, wurde in einem In vitro-Experiment untersucht. Dabei erfolgte in 
Anlehnung an eine Studie von Snapper et al. (1996) eine Stimulation bzw. Anregung von 
Milz-B-Zellen nicht infizierter BALB/c-Mäuse mit bakteriellem LPS [310]. Nachdem in ei-
nem Vorversuch bestätigt wurde, dass eine solche Behandlung tatsächlich und vorrangig 
24 h nach LPS-Zugabe zu einer deutlichen Aktivierung der primären murinen CD19+ B-
Lymphozyten führte (Abb. 33), erfolgte die Infektion der Zellen mit CVB3 in weiteren Ex-
perimenten nach dieser LPS-IKZ. Parallel dazu wurde sichergestellt, dass dieser Aktivie-
rungszustand unabhängig von der Virusinfektion über den gesamten Beobachtungszeit-
raum vorlag (Abb. 34). Nach Betrachtung der intrazellulären Virustiter konnte ein deutli-
cher Unterschied im Verlauf der Replikationskinetiken festgestellt werden. Dabei waren, 
wie Abbildung 35 zeigt, LPS-stimulierte B-Lymphozyten (2 -4 h p. i.) in der Lage, infektiö-
se Viruspartikel effektiver aufzunehmen als unbehandelte Zellen. Entsprechende Unter-
suchungen mit identischem Versuchsaufbau ergaben, dass auch die Stimulation humaner 
CD19+ B-Lymphozyten aus peripherem Blut mit LPS einen solchen Effekt hatte. Auch in 
diesem Fall war die Aufnahme von CVB3 deutlich gesteigert, wenn die Zellkulturen eine 
nachweislich erhöhte Stoffwechselaktivität zeigten (Abb. 36 und 37). Unklar ist jedoch, ob 
dabei eine Proliferation der B-Lymphozyten stattfand und somit die Zahl aufnahmefähiger 
Zellen erhöht wurde oder ob die Lymphozyten, welche ursprünglich bereits empfänglich 
für CVB3 waren durch ihre gesteigerte Stoffwechselaktivität mehr infektiöse Viruspartikel 
internalisieren konnten. Eine weitere Ursache für die erhöhten intrazellulären Titer könnte 
auch eine LPS-vermittelte Aktivierung einer zusätzlichen Menge an vorhandenen B-Zellen 
sein, welche dann in der Lage sind, CVB3 aufzunehmen. Unterstützt wird diese Theorie 
vor allem durch verschiedene Studien der Arbeitsgruppe um Lindsay Whitton, die bele-
gen, dass eine CVB3-Infektion vom jeweiligen Zellzyklus-Status der Wirtszellen abhängig 
ist. So konnte gezeigt werden, dass die Synthese viraler Proteine in infizierten HeLa-
Zellen, die sich in einem ruhenden Zustand (G0-Phase) befanden sowie in solchen, die 




eingeschränkt stattfand und demzufolge auch die Produktion neuer infektiöser Virusparti-
kel ineffektiv verlief. Wurde eine Teilung der Zellen nicht mehr unterbunden oder ein durch 
starke Kontakthemmung gekennzeichneter, konfluenter Zellrasen verletzt, stiegen diese 
Parameter dagegen an [85]. Vertiefende Untersuchungen bestätigten diese Abhängigkeit 
der coxsackieviralen Replikation vom Aktivitätszustand der Zielzellen und zeigten zudem 
eine Relevanz dieser Beobachtung bei der CVB3-Infektion teilungsfähiger Stammzellen 
im neonatalen ZNS [87, 88]. Diese Zellen werden durch das Virus selbst in einer für die 
virale Replikation geeigneten Zellzyklus-Phase arretiert, jedoch nicht in ihrer Migrations- 
und Differenzierungsfähigkeit eingeschränkt. Nach Erreichen des Zielortes erfolgt dann 
die Freisetzung der reifen Nachkommenviren. Hinweise darauf, dass auch die Empfäng-
lichkeit von Lymphozyten für CVB3 abhängig von deren Aktivierungszustand ist, geben 
Studien von Liu et al. (2000), Opavsky et al. (2002) und Mena et al. (1999). So wurde so-
wohl in vitro als auch in vivo gezeigt, dass es bei Fehlen des T-Zell-Aktivierunsenzyms 
p56lck zu einer verringerten Virusvermehrung kommt und entsprechende Knock out-
Mäuse resistent für eine CVB3-induzierte Myokarditis sind [209, 255]. Zudem ergaben In 
situ-Hybridisierungsanalysen, dass eine CVB3-Replikation im murinen Milzgewebe haupt-
sächlich in B-Lymphozyten stattfindet, welche in die sekundären Keimzentren der weißen 
Pulpa einwandern, in denen eine Proliferation dieser Zellen stattfindet, was wiederum die 
Ergebnisse aus Abbildung 27 bestätigt. Da aufgrund des fehlenden Kontakts mit einem 
Pathogen ein Großteil der CD19+ Milz-B-Zellen im nicht infizierten Versuchstier vermutlich 
in einem ruhenden Zustand (G0-Phase) vorliegt, ist die unter In vitro-Bedingungen beo-
bachtete eingeschränkte Replikation von CVB3 in diesen Zellen und die im Gegensatz 
dazu erhöhte Empfänglichkeit von B-Lymphozyten aus infizierten Mäusen nunmehr er-
klärbar.  
Zusammenfassend und in Übereinstimmung mit den zuvor beschriebenen Studien lässt 
sich demnach feststellen, dass auch eine Infektion primärer muriner und humaner CD19+ 
B-Lymphozyten mit CVB3 abhängig ist vom jeweiligen Aktivierungsstatus der Zelle. Eine 
tatsächliche Assoziation der viralen Replikation mit dem Zellzyklus müsste in weiterfüh-
renden Untersuchungen geklärt werden. 
5.4 Apoptose in CVB3-infizierten murinen und humanen CD19+ B-Zellen 
5.4.1 Einfluss von Pan-Caspase-Inhibitoren in vitro 
Wie bereits unter 2.4.4 beschrieben, ist CVB3 in der Lage, in verschiedenen Zelllinien [30, 
219, 220] aber u. a. auch im Herzgewebe [99, 129, 132, 172, 277] Apoptose auszulösen. 
Dabei wurde in den meisten Fällen auch eine Beteiligung zellulärer Caspasen und insbe-




chen, ob eine Infektion CD19+ B-Zellen durch CVB3 ebenfalls mit der Induktion apoptoti-
scher Prozesse einhergeht, wurden zwei verschiedene Pan-Caspase-Inhibitoren verwen-
det − Z-VAD-FMK und Q-VD-OPH. Beide Substanzen binden aufgrund des integrierten 
Aspartat-Rests als Substrate an das aktive Zentrum aller Caspasen und sind durch die 
terminale Benzoylcarbonyl-Gruppe (Z-) bzw. das endständige Chinolin (Q-) in der Lage, 
die Zellmembran leicht zu passieren. Die Fluoromethylketon (-FMK)- bzw. die Difluo-
rophenoxymethyl (-OPH-)-Gruppe führt dagegen zu einer irreversiblen, kovalenten Bin-
dung der Substanzen an das Cystein des aktiven Zentrums der Caspasen und dadurch zu 
deren Blockierung. Trotz der postulierten Spezifität von Z-VAD-FMK für eine Inaktivierung 
zellulärer Caspasen und seiner Verwendung bei zahlreichen Apoptosestudien konnte be-
reits 1999 gezeigt werden, dass die Substanz unspezifisch auch andere Proteasen wie 
Cathepsin B und Cathepsin H inhibiert, da diese ebenfalls ein Cystein im aktiven Zentrum 
besitzen [287]. Deszcz et al. (2004) beschrieben zudem eine zeitlich begrenzte hemmen-
de Wirkung von Z-VAD-FMK auf die Protease 2A des Humanen Rhinovirus 2 (HRV2), 
was eine Spaltung des zellulären Substrats eIF4GI verhinderte. Da der Einsatz einer nicht 
am Aspartat-Rest methylierten Inhibitor-Form keinen Einfluss auf die 2A-Aktivität zeigte, 
wurde auf eine Bedeutung dieser Methylgruppe für die unspezifische inhibitorische Wir-
kung von Z-VAD-FMK geschlossen. Dabei wird vermutlich die negative Ladung der Car-
boxylgruppe durch die Methylierung maskiert und so ein Eintritt des Inhibitors in die Sub-
stratbindungstasche der viralen Protease ermöglicht. Der transiente Charakter der beo-
bachteten Protease-Inhibition ist auf eine rasche Demethylierung von Z-VAD-FMK durch 
intrazelluläre Esterasen und die daraus folgende Verhinderung der unspezifischen Bin-
dung zurückzuführen [65]. Diese Ergebnisse konnten später ebenfalls für die viralen Pro-
teasen 2A und 3C von CVB3 durch Martin et al. bestätigt werden. Auch die enzymatische 
Aktivität dieser Proteine wird in Anwesenheit von Z-VAD-FMK transient blockiert, was zu 
einer Inhibierung der Virusreplikation führte. Gleichzeitig konnte für den nicht methylierten 
Pan-Caspase-Inhibitor Q-VD-OPH eine solche unspezifische Bindung an die coxsackievi-
ralen Proteasen aufgrund einer vollständigen Spaltung des Substratproteins PABP aus-
geschlossen werden, was eine Spezifität dieser Substanz für die Inaktivierung zellulärer 
Caspasen belegt [219].  
In den meisten Studien zur Analyse Caspase-abhängiger apoptotischer Prozesse werden 
Inhibitor-Konzentrationen von 50-200 µM eingesetzt [31, 64, 219], so dass in der vorlie-
genden Arbeit für beide Substanzen eine Endkonzentration von 200 µM verwendet wurde. 
Die Zugabe fand dabei stets zeitgleich mit der CVB3-Infektion statt, deren anschließender 
Verlauf durch eine Bestimmung der Virustiter sowohl intrazellulär als auch im Kulturüber-




die Virusreplikation in humanen Raji-Zellen. Im Gegensatz zu Kontrollkulturen, wo eine 
normal verlaufende Virusvermehrung stattfand, waren die Gesamtvirustiter in beiden Inhi-
bitor-behandelten Kulturen 7 h p. i. signifikant niedriger (Abb. 38), was sowohl auf eine 
reduzierte intrazelluläre als auch extrazelluläre Menge an infektiösen Partikeln zurückzu-
führen ist (Tab. 9). Dabei war vor allem im intrazellulären Kompartiment ein starker hem-
mender Effekt durch Z-VAD-FMK zu verzeichnen, was vermutlich in der unspezifischen 
Wirkung begründet liegt. Auch der durch Deszcz et al. (2004) und Martin et al. (2007) be-
schriebene transiente Charakter dieser Hemmung konnte hier bestätigt werden [65, 219]. 
Abbildung 38C zeigt, dass 7 h nach der Infektion Z-VAD-FMK deutlich stärker inhibitorisch 
wirkte als Q-VD-OPH, was auf einen additiven Effekt aus der Hemmung der zellulären 
Caspasen und der Blockierung der viralen Proteasen schließen lässt. Da später (11 h 
p. i.) der inhibitorische Effekt beider Substanzen auf die Virusreplikation wieder vergleich-
bar war, kann davon ausgegangen werden, dass zwischen 7-11 h p. i. endogene Ester-
asen zur Demethylierung von Z-VAD-FMK führten und somit eine Hemmung von 2Apro 
und 3Cpro nicht mehr möglich war. Die an diesem Zeitpunkt beobachtete Inhibierung der 
viralen Replikation wurde demnach lediglich durch eine Z-VAD-FMK- bzw. Q-VD-OPH-
bedingte Inaktivierung der zellulären Caspasen verursacht. Während in Q-VD-OPH-
behandelten Kulturen über den gesamten Beobachtungszeitraum eine hemmende Wir-
kung auf die Virusvermehrung in Raji-Zellen detektiert werden konnte, war nach Zugabe 
von Z-VAD-FMK 24 h p. i. ein geringerer inhibitorischer Effekt auf die intrazelluläre Virus-
konzentration im Vergleich zu DMSO-Kontrollen zu verzeichnen (Abb. 38A/C und Tab. 9). 
Dies weist auf eine uneingeschränktere CVB3-Replikation in diesen Kulturen zwischen 
11-24 h p. i. hin. Mögliche Ursachen dafür, wie z. B. ein in diesen Zellen auftretender un-
spezifisch hemmender Effekt durch Q-VD-OPH, können jedoch aus der vorliegende Da-
tenlage allein nicht abgeleitet werden und müssten in weiterführenden Studien analysiert 
werden. Bei Betrachtung der extrazellulären Viruskonzentrationen zeigte sich zudem ein 
deutlicher inhibitorischer Effekt beider Caspase-Inhibitoren auf die Freisetzung reifer Vi-
ruspartikel (Abb. 38B und Tab. 9). Während nach Zugabe von DMSO bereits 7 h p. i. ein 
Anstieg der Viruskonzentrationen im umgebenden Medium ermittelt wurde und auch im 
weiteren Verlauf bis 24 h p. i. reife Viruspartikel freigesetzt wurden, war dieser letzte 
Schritt des viralen Vermehrungszyklus in Inhibitor-behandelten Kulturen stark gehemmt. 
Auch Martin et al. (2007) konnten zeigen, dass Q-VD-OPH einen hemmenden Einfluss 
auf die CVB3-Replikation in 293-Zellen und im Speziellen auf die Virusfreisetzung hat 
[219] und zudem die Gesamtvirustiter generell reduziert werden. Weiterhin wiesen Stu-
dien von Carthy et al. nach einer Behandlung infizierter HeLa-Zellen mit Z-VAD-FMK oder 




Caspase-Aktivität eine reduzierte Virusfreisetzung nach [30, 31]. Desczc et al. (2005) fan-
den ebenfalls einen Zusammenhang zwischen apoptotischen Prozessen und der Freiset-
zung reifer Partikel des HRV14 [64]. Eine Infektion von Raji-Zellen mit dem rekombinan-
ten CVB3H3/EGFP zeigte, dass eine Inaktivierung der zellulären Caspasen auch die Vi-
rusproteinsynthese beeinträchtigt (Abb. 43). Während in Kontrollkulturen bereits 7 h p. i. 
eine deutliche virale Translation stattfand, die im weiteren Verlauf mit einer Lyse der infi-
zierten Zellen einherging und somit 24 h p. i. nur noch wenige grün fluoreszierende Zellen 
detektierbar waren, konnte in Anwesenheit der beiden Inhibitoren eine deutliche Hem-
mung der Virusproteinsynthese beobachtet werden. Zudem war in Z-VAD-FMK-
behandelten Kulturen 11 h p. i. eine deutliche Steigerung des Anteils grüner Zellen und 
damit viraler Vermehrungsvorgänge detektierbar. Die Zugabe von Q-VD-OPH unterdrück-
te dagegen über den gesamten Beobachtungszeitraum die virale Translation nahezu voll-
ständig. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den in Abbildung 38 dargestellten Re-
sultaten und bestätigen die starke Abhängigkeit der CVB3-Vermehrung in Raji-Zellen von 
Caspase-vermittelten apoptotischen Prozessen.  
Die Behandlung CVB3-infizierter muriner CD19+ Milz-B-Lymphozyten mit einer der beiden 
Substanzen hatte einen ähnlichen inhibitorischen Effekt auf die virale Replikation. Wie 
Abbildung 39 zeigt, führte eine Hemmung der Caspasen 6 h p. i. im Vergleich zu DMSO-
Kontrollkulturen zu einer signifikanten Reduktion des Gesamtvirustiters auf 28 % im Falle 
einer Z-VAD-FMK-Behandlung bzw. auf 31 % nach Zugabe des nicht methylierten Q-VD-
OPH. Während jedoch in Z-VAD-FMK-Kulturen zu Beginn der Infektion eine verstärkte 
Virusaufnahme stattfand und der inhibitorische Effekt erst an diesem Zeitpunkt (6 h p. i.) 
zu verzeichnen war, unterdrückte Q-VD-OPH die Partikelaufnahme und die Bildung infek-
tiöser Viren im Zellinneren über den gesamten Beobachtungszeitraum nahezu vollständig 
(Abb. 40). Demzufolge sind die 18 h p. i. in diesen Kulturen ermittelten erhöhten intrazellu-
lären Partikelmengen nicht, wie bei Raji-Zellen, Ursache einer gehemmten Virusfreiset-
zung, sondern sind auf die stark abnehmenden Virionenkonzentration in Kontrollkulturen 
zurückgeführen. Auch hier konnten diese Ergebnisse nach einer Infektion dieser Zellen 
mit CVB3H3/EGFP und einer anschließenden EGFP-spezifischen Western Blot-Analyse 
bestätigt werden. Die Endkonzentration der beiden Caspase-Inhibitoren wurde dabei al-
lerdings aufgrund der über 3 Tage andauernden Infektion auf 50 µM herabgesetzt. Dafür 
erfolgte die Applikation jedoch alle 12 h. Abbildung 44 zeigt, dass die virale Bildung von 
EGFP in murinen CD19+ B-Lymphozyten durch die Zugabe eines der beiden Caspase-
Inhibitoren beeinträchtigt wird. Im Falle von Q-VD-OPH war dabei eine deutlich stärkere 
Hemmung der viralen Translation detektierbar als bei Z-VAD-FMK-behandelten Kulturen. 




Replikation durch Q-VD-OPH zurückzuführen, während, wie Abbildung 40 dargestellt, 
nach Z-VAD-FMK-Zugabe eine verstärkte Virusaufnahme mit anschließender schneller 
und stetiger Abnahme der intrazellulären Virustiter stattfindet. Zeitlich sind beide Ver-
suchsansätze jedoch nicht vergleichbar, da zum einen die verwendeten Substanzen ge-
ringer konzentriert eingesetzt wurden und zum anderen das rekombinante CVB3H3/EGFP 
im Vergleich zum Wildtypstamm eine veränderte Wachstumskinetik aufweist.  
Auch in primären humanen CD19+ B-Lymphozyten, welche zeitgleich zur CVB3-Infektion 
mit Q-VD-OPH versetzt wurden, war die Virusreplikation über den gesamten Beobach-
tungszeitraum eingeschränkt, was 6 h p. i. im Vergleich zu DMSO-Kulturen zu einer Re-
duktion des Gesamtvirustiters um 64 % führte (Abb. 41). Intrazellulär konnte jedoch, wie 
Abbildung 42 zeigt, sowohl in DMSO- als auch in Q-VD-OPH-behandelten Zellen eine 
virale Replikation nachgewiesen werden, die zu vergleichbar hohen maximalen Virus-
mengen führte. Während in DMSO-behandelten Zellen bereits 6 h p. i. Maximaltiter zu 
verzeichnen waren, wurden diese nach Zugabe von Q-VD-OPH erst 12 h p. i. erreicht. Die 
zu diesem späten Zeitpunkt im Vergleich zu Kontrollkulturen signifikant erhöhten Partikel-
konzentrationen könnten demnach in einer verzögert ablaufende Virusreplikation oder 
aber durch eine gehemmte Freisetzung reifer Viruspartikel begründet sein. Im Gegensatz 
dazu zeigte Z-VAD-FMK überraschenderweise keinen inhibitorischen Effekt auf die Ver-
mehrung von CVB3 in humanen CD19+ B-Lymphozyten (Abb. 41 und Abb. 42). Vielmehr 
wurde vor allem die Virusaufnahme begünstigt bzw. beschleunigt. Ausschließlich 2 h p. i. 
konnte eine Reduktion der intrazellulären Virustiter im Vergleich zu DMSO-Kulturen fest-
gestellt werden. Im weiteren Verlauf lagen die Partikelmengen dagegen über denen der 
Kontrollen, unterschieden sich jedoch 12 h p. i. nicht mehr von diesen. Eine denkbare 
Ursache für eine solche Abweichung von den durch eine Z-VAD-FMK-Behandlung erziel-
ten Ergebnissen in infizierten humanen Raji-Zellen und murinen CD19+ B-Zellen sowie 
von den Resultaten der Studie von Martin et al. (2007) könnte ein unbekannter unspezifi-
scher Effekt durch die Bindung des Inhibitors an andere unbekannte zelluläre Proteine 
oder Proteasen und eine daraus folgende Begünstigung der Virusaufnahme bzw. 
-Replikation sein. Da dies jedoch rein spekulativ ist, müsste diesem positiven Effekt von 
Z-VAD-FMK in humanen CD19+ B-Zellen in weiterführenden Untersuchungen nachge-
gangen werden. Auch hier konnten die in den Abbildungen 41 und 42 dargestellten Er-
gebnisse durch eine Infektion humaner CD19+ B-Lymphozyten mit CVB3H3/EGFP und 
einer gleichzeitigen Behandlung mit Z-VAD-FMK oder Q-VD-OPH bzw. DMSO (50 µM alle 
12 h) auf Translationsebene bestätigt werden. Da die methylierte Substanz, wie oben be-
reits erwähnt, die Virusvermehrung begünstigte, war auch die virale Bildung von EGFP 




DMSO-Kontrollen leicht intensivere, EGFP-Signal ist dagegen vermutlich auf die verzö-
gerte Virusreplikation und/oder gehemmte Partikelfreisetzung aus diesen Zellen zurückzu-
führen. Die beobachtete differente Wirkund der beiden eingesetzten Pan-Caspase-
Inhibitoren in den verschiedenen Zellen könnte auf ihre unterschiedliche Herkunft zurück-
zuführen sein. Zum einen zeigt CVB3 in immortalisierten Raji-Zellen, wie bereits unter 5.1 
erwähnt, eine deutlich andere Wachstumskinetik als in den primären B-Lymphozyten. 
Zum anderen entstammt die humane CD19+ Zellpopulation, im Gegensatz zu den aus 
murinem Milzgewebe isolierten Lymphozyten, dem peripheren Blut und beinhaltet somit 
vermutlich andere B-Zellphenotypen.  
Da die Applikation des spezifischen Pan-Caspase-Inhibitors Q-VD-OPH jedoch in allen 
drei untersuchten Zelltypen eine deutliche Beeinträchtigung der Virusvermehrung bewirk-
te, kann zusammenfassend festgestellt werden, dass die Replikation von CVB3 in diesen 
Lymphozyten eng mit apoptotischen Caspase-vermittelten Prozessen verbunden ist. Eine 
Inhibierung der Apoptose hatte dabei nicht nur eine Hemmung der Bildung infektiöser 
Partikel, sondern in Raji-Zellen und humanen Lymphozyten auch eine verminderte Virus-
freisetzung zur Folge. Inwieweit es auch in diesen Zellen zu der in vielen Studien be-
schriebenen gezielten Induktion apoptotischer Prozesse durch CVB3 kommt, ist dabei 
noch unklar und müsste in weiterführenden Analysen untersucht werden [30, 31, 219]. 
Eine solche Induktion der Apoptose durch das Virus selbst wäre jedoch vor allem im Hin-
blick auf eine Infektion CD19+ B-Lymphozyten in vivo von großem Vorteil. Da infolge einer 
Apoptose-Inhibierung die Freisetzung reifer Nachkommenviren beeinträchtigt werden 
kann, ist davon auszugehen, dass dieser letzte Schritt der Virusvermehrung eng mit apop-
totischen Zelltodvorgängen assoziiert ist. Die neu gebildeten infektiösen Partikel könnten 
dabei eingschlossen in „apoptotic bodies“ freigesetzt und so, vom Immunsystem uner-
kannt, im Organismus verbreitet werden, um andere Zellen oder Gewebe zu infizieren. 
Eine Entzündungsreaktion mit nachfolgender Bekämpfung der Virusinfektion, welche un-
ter normalen Bedingungen aufgrund einer Virusfreisetzung durch Zelllyse stattfinden wür-
de, wäre somit weniger stark induziert. 
 
5.4.2 In vivo-Applikation von Pan-Caspase-Inhibitoren 
Wie bereits erwähnt und durch zahlreiche Studien belegt, stellen apoptotische Prozesse 
auch während einer CVB3-Infektion in vivo einen wichtigen pathogenetischen Aspekt dar 
[99, 129, 132, 172, 277]. Basierend auf diesen Daten und ausgehend von den vorange-
gangenen In vitro-Experimenten mit murinen CD19+ B-Lymphozyten sollte der Einfluss 
der bereits verwendeten Pan-Caspase-Inhibitoren − Z-VAD-FMK und Q-VD-OPH − auch 




sucht werden. In Anlehnung an Z-VAD-FMK-Applikationsdosen für das murine Tiermodell 
in einer Studie von Seery et al. (2001) [293] wurden dazu BALB/c-Mäusen 3 d nach einer 
CVB3-Infektion, d. h. zum Zeitpunkt, an dem der maximal mögliche Anteil an CD19+ B-
Lymphozyten infiziert ist (Abb. 28C), 25 mg Z-VAD-FMK bzw. Q-VD-OPH pro kg Lebend-
gewicht gelöst in 25 µl DMSO i. v. verabreicht. Die Analyse der unterschiedlichen Para-
meter erfolgte dann aufgrund der vermuteten schnellen Wirksamkeit bereits 6 h nach der 
Gabe dieser Substanzen. Wie Abbildung 46 zeigt, konnte dabei ein deutlicher Effekt bei-
der Caspase-Inhibitoren auf die Viruslast in bestimmten Organen festgestellt werden. Im 
Pankreasgewebe waren dabei keine nennenswerten Unterschiede in der Menge infektiö-
ser Viruspartikel zwischen den 3 infizierten Testgruppen zu verzeichnen (Abb. 46A), da 
dieses Organ den primären Ort für die coxsackievirale Replikation nach einer Infektion 
über die i. p. Route darstellt. Die während der 3-tägigen Inkubationszeit bis zum Analyse-
zeitpunkt stattfindende starke Virusvermehrung mit progressiver Gewebszerstörung, 
konnte dabei vermutlich durch die kurzzeitige Behandlung mit einer der beiden Substan-
zen nicht beeinflusst werden. Im Gegensatz dazu hatte sowohl die In vivo-Applikation von 
Z-VAD-FMK als auch die Verabreichung von Q-VD-OPH einen deutlichen Effekt auf die 
Viruslast in sekundären Zielorganen (Abb. 46B/C). Im Myokard war eine Reduktion der 
Menge infektiöser Partikel um 29 % (Z-VAD-FMK) bzw. um 37 % (Q-VD-OPH) zu ver-
zeichnen. Zudem wies das Milzgewebe nach Behandlung der Tiere mit einem der beiden 
Caspase-Inhibitoren im Vergleich zu DMSO-behandelten Kontrolltieren nur noch 54 % (Z-
VAD-FMK) bzw. 49 % (Q-VD-OPH) der Virusmenge auf. Dies könnte zum einen auf einen 
direkten hemmenden Einfluss der Substanzen auf die virale Replikation im jeweiligen 
Gewebe selbst zurückzuführen sein. Zum anderen würde eine beeinträchtigte Verteilung 
infektiöser Partikel im Wirtsorganismus ebenfalls zu reduzierten Virustitern in diesen se-
kundären Zielorganen führen. Denkbar wäre zudem ein Zusammenspiel beider Aspekte. 
Da in der bereits erwähnten Studie von Mena et al. (1999) gezeigt werden konnte, dass 
die coxsackievirale Replikation und Virusverteilung in B-Zell-Knock out-Mäusen verzögert 
bzw. gehemmt ist, sollte zusätzlich der Einfluss beider Caspase-Inhibitoren auf die Infekti-
on CD19+ Milz-B-Zellen der jeweiligen Tiere untersucht werden [232]. Abbildung 47 und 
48 zeigen, dass die Lymphozyten behandelter Tiere nicht nur eine deutlich verringerte 
Viruslast in Form viraler RNA-Genome (Abb. 47B) aufwiesen, sondern, dass eine In vivo-
Applikation von Pan-Caspase-Inhibitoren und somit eine Hemmung apoptotischer Pro-
zesse auch den Anteil produktiv infizierter CD19+ B-Lymphozyten senkte (Abb. 48). Dabei 
ist zu erkennen, dass beide Parameter in etwa gleich stark durch Q-VD-OPH beeinflusst 
wurden, in Z-VAD-FMK-behandelten Tieren jedoch ein prozentualer Unterschied in der 




beiden verwendeten Methoden und deren unterschiedliche Detektionssensitivität zurück-
zuführen sein; zum anderen ist es möglich, dass durch die bereits erwähnte direkte Wir-
kung von Z-VAD-FMK auf 2Apro und 3Cpro und den sich daraus ergebenden starken Effekt 
auf die Synthese viraler Genome eine prozentual höhere Reduktion zustande kam als bei 
den durchgeführten ICA, mit Hilfe derer lediglich die Anzahl infizierter Zellen bestimmt 
wird. Ausgehend von diesen Ergebnissen zur Wirkung von Caspase-Inhibitoren auf 
CD19+ B-Lymphozyten und der Resultate von Mena et al. mit B-Zell-Knock out-Mäusen 
wäre es denkbar, dass der oben beschriebene Effekt beider Substanzen auf die Viruslast 
in Herz- und Milzgewebe auf eine verminderte Verteilung infektiöser Partikel aufgrund des 
reduzierten Anteils infizierter B-Zellen zurückzuführen ist.  
Zusammenfassend kann demnach festgestellt werden, dass es auch unter In vivo-
Bedingungen zu apoptotischen Caspase-vermittelten Vorgängen in CVB3-infizierten 
CD19+ B-Lymphozyten des murinen Milzgewebes kommt. Da eine Inhibition dieser Pro-
zesse zu einer deutlichen Reduktion der Viruslast in den Zellen sowie einer Verringerung 
des Anteils infizierter B-Lymphozyten führt, kann geschlossen werden, dass sowohl die 
Infektion an sich als auch die coxsackievirale Replikation in diesen Immunzellen abhängig 
von deren Apoptoseverhalten ist. Zudem deuten die beobachteten deutlich verringerten 
Virustiter in Herz- und Milzgewebe Z-VAD-FMK- und Q-VD-OPH-behandelter Ver-
suchstiere auf eine Beteiligung der infizierten CD19+ B-Lymphozyten an der Verteilung 
infektiöser Partikel im Wirtsorganismus. Ausgehend von diesen in der vorliegenden Arbeit 
erzielten Ergebnissen zur Wirkung von Caspase-Inhibitoren auf die CVB3-Replikation in 
vitro und in vivo (siehe 5.4.1 und 5.4.2) sowie unter Berücksichtigung einiger anderer Stu-
dien, in denen der Effekt solcher Fluoromethylketon-Derivate im Hinblick auf virale [62], 
bakterielle [33] und Protozoen-Infektionen [262] unter In vivo-Bedingungen untersucht 
wurde, weisen diese Substanzen ein therapeutisches Potential auf, welches für die Ent-
wicklung neuer breit anwendbarer Behandlungsmethoden für unterschiedliche Erkrankun-






Als typischer Vertreter der Familie Picornaviridae besitzt das nichtumhüllte humanpatho-
gene Coxsackievirus B3 (CVB3) ein einzelsträngiges positiv orientiertes RNA-Genom, 
welches von einem ikosaedrischen Kapsid umschlossen wird. Zusammen mit anderen 
Enteroviren verursacht besonders dieser Serotyp neben diversen schwerwiegenden Er-
krankungen, wie Pankreatitis, aseptische Meningitis oder Enzephalitis bis zu 50 % der 
virusinduzierten akuten, subakuten sowie chronischen Myokarditiden und ca. 25 % der 
DCM. Trotz der sehr gut charakterisierten molekularbiologischen Eigenschaften dieser 
Viren ist die Pathogenese einer CVB3-Infektion bis heute nur unzureichend verstanden. 
Bekannt ist, dass das Virus neben primären Zielorganen, wie Herz, Pankreas oder ZNS 
auch Zellen des Immunsystems infizieren kann. Dabei wurde gezeigt, dass besonders B-
Zellen lymphatischer Gewebe wie der Milz oder der Lymphknoten empfänglich für CVB3 
sind.  
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass CVB3 in der Lage ist, in 
primären murinen und humanen CD19+ B-Lymphozyten aktiv zu replizieren. Dabei wird 
die virale Infektiösistät für diese CAR-negativen Zellen in Anwesenheit eines verdünnten 
virusspezifischen Anti-Serums deutlich gesteigert, was zu erhöhten intrazellulären Parti-
kelkonzentrationen führt. Die daraufhin vermutete Beteiligung CVB3-spezifischer Antikör-
per an diesem Prozess wurde zusätzlich durch eine Verdünnung des Serums und die 
Behandlung mit dem Fc-bindenden Protein A bestätigt, wobei in beiden Fällen die gestei-
gerte Virusaufnahme in murine B-Zellen gehemmt werden konnte. Zudem zeigte das ver-
wendete Anti-Serum nahezu keine virusneutralisierende Wirkung, was auf eine Beteili-
gung nicht neutralisierender Immunglobuline hindeutet. Untersuchungen des zugrunde 
liegenden Mechanismus ergaben, dass dieser Antiköper-abhängige Eintritt von CVB3 
scheinbar nicht durch zelluläre Fcγ-Rezeptoren auf der Oberfläche muriner CD19+ B-
Zellen vermittelt wird. Da eine Hitze-Inaktivierung des verwendeten Serums zur Inhibie-
rung des Prozesses führte, wurde vielmehr eine Beteiligung des Komplementsystems 
bzw. bestimmter Komplementkomponenten vermutet. Eine Stimulation der B-Zellen durch 
LPS oder eine vorangegangene Infektion in vivo führte ebenfalls zu einer Steigerung der 
Empfänglichkeit dieser Immunzellen. In Übereinstimmung mit den In vitro-Daten konnte 
auch nach einer Infektion männlicher BALB/c-Mäuse mit CVB3 nachgewiesen werden, 
dass CD19+ B-Lymphozyten des Milzgewebes infiziert werden, wobei 3 d p. i. ein sehr 
geringer jedoch maximaler Prozentsatz von etwa 0,6-1 % an virus-positiven Zellen vor-
liegt. Der Einsatz von zwei unterschiedlichen Pan-Caspase-Inhibitoren − Z-VAD-FMK und 




nen CD19+ B-Lymphozyten sowie Raji-Zellen und die anschließende Virusfreisetzung mit 
apoptotischen Prozessen assoziiert ist. Dieser Zusammenhang konnte nachfolgend auch 
durch eine In vivo-Applikation der beiden Substanzen im Zuge einer CVB3-Infektion im-
munkompetenter BALB/c-Mäuse bestätigt werden. Dabei hatte diese Behandlung nicht 
nur eine Senkung der Viruslast in Herz- und Milzgewebe, sondern auch eine Reduktion 
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Experimentelle Coxsackievirus B3-Infektion primärer muriner und humaner 
CD19+ B-Lymphozyten 
 
Trotz der sehr gut charakterisierten molekularbiologischen Eigenschaften von Coxsackie-
virus B3 (CVB3), ist die Pathogenese der durch diesen Erreger induzierten Infektionen 
noch weitestgehend ungeklärt. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Interaktion von 
CVB3 mit Zellen des Immunsystems und dabei im Speziellen mit primären murinen und 
humanen CD19+ B-Lymphozyten sowohl unter In vitro- als auch unter In vivo-
Bedingungen untersucht.      
 
1. Nach der In vitro-Infektion muriner und humaner CD19+ B-Lymphozyten wurde erst-
mals nachgewiesen, dass CVB3 aktiv in diesen Immunzellen repliziert, wobei offenbar 
nur ein geringer Prozentsatz der Lymphozyten empfänglich für das Virus ist. 
 
2. Eine Expression des normalerweise für die Internalisierung von CVB3 verantwortli-
chen Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptors (CAR) konnte bei murinen CD19+ Milz-B-
Lymphozyten nicht detektiert werden. Für primäre humane B-Zellen des peripheren 
Blutes war ein Nachweis von CAR nur auf Transkriptionsebene möglich. 
 
3. In Anwesenheit eines virusspezifischen Anti-Serums wurde bereits kurz nach Infekti-
onsbeginn sowohl bei murinen als auch bei humanen CD19+ B-Lymphozyten eine 
schnelle Virusaufnahme beobachtet, die 2 h p. i. zu signifikant gesteigerten intrazellu-
lären Partikelkonzentrationen führte. 
 
4. Durch den Einsatz unterschiedlicher Konzentrationen des verwendeten Anti-CVB3-
Serums bzw. einer Behandlung mit Fc-bindendem Protein A konnte eine Beteiligung 







5. Dabei wies das verwendete Anti-CVB3-Serum in der eingesetzten Verdünnungsstufe 
zwar eine deutliche Fähigkeit auf, Virusantigene zu erkennen, zeigte jedoch nur eine 
geringe virusneutralisierende Wirkung, was eher auf eine Beteiligung nicht neutralisie-
render Antikörper an der gesteigerten CVB3-Infektiösität für murine CD19+ B-Zellen 
hindeutet.  
 
6. Da es weder durch den Einsatz eines Antikörpers gegen die zellulären Fcγ-Rezep-
toren FcγRII (CD32) und FcγRIII (CD16) noch durch die Anwendung eines kommer-
ziellen Fc-Rezeptor-Blockierungsreagenz möglich war, die Antikörper-vermittelte Vi-
rusaufnahme in murine CD19+ B-Lymphozyten zu hemmen, ist eine Beteiligung dieser 
Rezeptoren eher unwahrscheinlich. 
 
7. Ein Komplement-inaktivierendes Erhitzen des murinen Anti-CVB3-Serums führte zu 
einer signifikanten Reduktion des Antikörper-abhängigen Viruseintritts in CD19+ B-
Zellen. 
 
8. Die Aufnahme infektiöser Viruspartikel ins Zellinnere muriner CD19+ Milz-B-Zellen war 
ebenfalls deutlich gesteigert, wenn diese durch die Behandlung mit bakteriellem LPS 
bzw. durch eine vorangegangene In vivo-Infektion mit CVB3 in einen aktivierten Zu-
stand versetzt wurden.  
 
9. Nach einer Infektion von BALB/c-Mäusen mit CVB3 konnte nachgewiesen werden, 
dass auch unter In vivo-Bedingungen nur ein geringer Anteil der CD19+ B-Lympho-
zyten aus murinem Milzgewebe (max. 0,6-1 %; 3 d p. i.) infiziert ist. 
 
10. Mit Hilfe zweier unterschiedlicher Pan-Caspase-Inhibitoren − Z-VAD-FMK und Q-VD-
OPH − konnte in vitro eine starke Abhängigkeit der in CVB3-infizierten murinen und 
humanen CD19+ B-Lymphozyten stattfindenden viralen Vermehrung von Caspase-
vermittelten apoptotischen Prozessen belegt werden.  
 
11. Durch die In vivo-Applikation der Pan-Caspase-Inhibitoren Z-VAD-FMK bzw. Q-VD-
OPH während einer akuten CVB3-Infektion immunkompetenter BALB/c-Mäuse konnte 
sowohl eine Senkung der Viruslast in Herz- und Milzgewebe als auch eine starke Re-
duktion des Anteils infizierter CD19+ B-Lymphozyten erreicht werden, was die Bedeu-
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